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Exposicao pré-natal ao veneno do escorpido Tityus bahiensis: efeitos na prole de ratos.

No Brasil, os escorpides Tityus serrulatus e o Tityus bahiensis sdo os mais
perigosos e desenvolveram habitos domiciliares podendo ser encontrados
dentro das constru¢cées humanas. A peconha do escorpido € conhecida por
sua alta toxicidade, mas nao existem estudos sobre seu efeito na prole de
maes que o recebem. O objetivo do trabalho foi verificar possiveis efeitos
toxicos da pegonha do T. bahiensis na prole quando administrada as ratas
prenhes. A dose utilizada do veneno foi 2,5mg/Kg. As fémeas prenhes foram
separadas em 3 grupos: controle (C) e experimentais injetadas com veneno
no 10°dia (E10) ou no 16°dia (E16) gestacional. Na fase pds-natal, os
animais foram avaliados quanto ao seu desenvolvimento fisico e
reflexolégico. Na idade adulta foram avaliados quanto ao seu
desenvolvimento comportamental. Nos filhotes de E10 houve adiantamento
do desdobramento das orelhas, da erupg¢do dos dentes e da abertura
vaginal; diminuicdo do tempo de ocorréncia do reflexo de preenséo palmar
no 8° dia de vida e do reflexo postural no 4° dia de vida dos machos. Na
idade adulta os animais de E10 apresentaram diminuicdo da atividade total e
da locomogao dos machos na caixa de atividade e no ambiente enriquecido;
diminuicao da laténcia para parar de nadar em fémeas; aumento no numero
de entradas no brago ndo-aversivo e dos bragcos abertos do labirinto em
cruz, na sessao de treinamento; diminuicdo do tempo de permanéncia no
braco ndo-aversivo e aumento do tempo de permanéncia nos bracos
abertos do labirinto em cruz elevado, na sessédo de teste. Na contagem
celular feita nas areas hipocampais de filhotes adultos de E10 foi observada
perda neuronal significante nas areas de CA1 e CA3. Nos filhotes de E16
houve adiantamento do desdobramento das orelhas e erupgcédo dos dentes;
atraso da abertura dos olhos e descida dos testiculos; diminuigdo do tempo
de ocorréncia do reflexo de preensio palmar no 6° e no 8° dia de vida das
fémeas e no 8° dia de vida dos machos; ocorréncia em maior tempo do
reflexo de geotaxia negativa no 6° e 12° dia de vida dos machos e das
fémeas e aumento da atividade geral total e de locomog¢do no 18° dia de
vida de machos. Na idade adulta os animais de E16 apresentaram
diminuicdo do tempo de ocorréncia de interagdo social em fémeas;
diminuicdo do tempo de permanéncia no brago ndo-aversivo e aumento do
tempo de permanéncia no brago aberto do labirinto em cruz elevado, na
sessao de treinamento; aumento do tempo de permanéncia no brago nao-
aversivo, na sessdo de teste. Na contagem celular feita nas areas
hipocampais de filhotes adultos de E16 n&o foi observada perda neuronal
significante. Podemos concluir, portanto, que um envenenamento moderado
em ratas prenhez, causa alteragbes discretas no desenvolvimento fisico e
comportamental dos filhotes no periodo pds-natal e na idade adulta.

Palavras chaves: venenos de  escorpido/toxicidade, prenhez,
comportamento animal, pesquisa comportamental, animais recém-nascidos.



Prenatal exposure to the Tityus bahiensis venom: effects on the offspring of rats.

In Brazil, a large number of accidents happen with Tityus serrulatus and with
Tityus bahiensis. The venom is acquaintance of his toxicity, although, it is
unknown if the venom causes damage on offspring of mothers that received it.
The objective of this work was to check possible toxic effects of the venom on
offspring of pregnant rats in different periods of the fetus development. The dose
of the venom was determinate in 2,5mg/Kg. The pregnant rats were separated
in 3 groups and received subcutaneous injections of venom or saline. The
control group received injection of saline on the 10" and 16" gestacional day.
One of the experimental group (GD 10) received injection of venom on the 10"
and saline on the 16" gestacional day. The other experimental group (GD 16)
received injection of saline on the 10™ day and venom on the 16" gestacional
day. The rat pups were evaluated according their physical and neurobehavioral
development. The pups in the adult life were evaluated according their
behaviour development. In offspring of GD 10 were observed: advanced on the
ear unfolding, incisor eruption and vaginal opening; decrease of the time of
palmar grasp on the 8" day of life and on the surface righting on the 4™ day of
life in male. In the adult life were observed: decrease of the general activities
and of the locomotion in male on the activite box and on the environnment
enriched; decrease of the time to stop swimming on the forced swim; increase of
the number of entrace on the open arms and on the non aversive arms of the
plus-maze, in the training session; decrease of the time of permanence on the
non- aversive arms and increase of the time of permanence on the open arms of
the plus-maze, in the test session. In offspring of GD 16 were observed:
advance on the ear unfolding and incisor eruption; delay on the eyes opening
and testicle declivity; decrease in the time of palmar grasp on the 6" and 8" day
of life of female and decrease in the time of palmar grasp on the 8" day of life of
male; increase of the time of negative geotaxis on the 6™ and 12" day of life of
female and male and increase of the general active and of the locomotion on the
18™ day of life of male. In the adult life were observed: decrease of the time of
social interaction of female; decrease of the time of permanence on the non-
aversive arms and increase of the time of permanence on the open arms of the
plus-maze, in the training session; increase of the time of permanence on the
non- aversive arms, in the test session. Therefore, a moderate envenomation in
pregnancy rats causes alteration wise in rat phisycal and neurobehaviour
development of the offspring in the post-natal period and in the adult life.

Key-words: scorpion venom/toxicity, pregnancy, animal behavior, behavior
research, newborn animals.
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1. INTRODUCAO

Os escorpides habitam a Terra ha cerca de 350 milhdes de anos e
mudaram muito pouco desde esta época, encontrando-se entre os mais velhos
artrépodes terrestres conhecidos. Pertencem a classe Arachnida e ordem dos
Scorpiones (Lourengo, 2001). A familia Buthidae € a mais significante entre as
outras, ja que possui espécies com veneno altamente toxico ativo sobre o
homem, podendo ser fatal em alguns casos. O género Tityus, pertencente a
esta familia, possui cerca de 60 espécies, sendo a Tityus bahiensis e a Tityus
serrulatus as duas principais responsaveis pelos acidentes com humanos no
Brasil.

A espécie Tityus bahiensis tem ocorréncia mais comum no Estado de
Sao Paulo, mas também é encontrada no Espirito Santo, Minas Gerais, Goias,
Rio de Janeiro, Santa Catarina e Mato Grosso (Lucas e Meier, 1995). Possui o
corpo marrom-avermelhado com manchas pretas nas patas e mede cerca de 6
a 7 centimetros (Perty, 1834).

O corpo dos escorpides consiste em um prossoma revestido por uma
carapaga e abdémen longo que termina no aparelho inoculador de veneno, o
ferrdo. Possuem queliceras pequenas com garras, pedipalpos grandes que
formam um par de tenazes para capturarem presas (Ruppert, 1984).

O veneno dos escorpides € produzido por um par de glandulas dentro da
base do aparelho inoculador. Através de uma contragao violenta dos musculos
ao redor das glandulas, o veneno é ejetado da luz das glandulas para o interior
do duto comum e é conduzido para o meio externo por uma abertura
subterminal da farpa do ferrdo. A extragdo do veneno é feita por estimulagao
elétrica e a quantidade média obtida é de 0,33mg de veneno bruto para o
escorpidao Tityus bahiensis e de 0,43mg para o escorpido Tityus serrulatus
(Lucas e Meier, 1995).
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A espécie Tityus bahiensis possui espécimes machos e fémeas e nao se
reproduz por partenogénese como o Tityus serrulatus (Lourengo, 2001). Os
ovos se desenvolvem dentro do corpo da fémea em um 6rgao chamado ovario-
utero. Os filhotes nascem em um ambiente desprovido de luz e, em seguida, se
fixam sobre o dorso da mae, aonde permanecem até conseguirem se alimentar
sozinhos. Alcangcam a maturidade em 3 anos e vivem de 5 a 8 anos. Os
escorpides desta espécie, como a maioria das outras espécies de escorpides,
tém habitos noturnos e se alimentam de baratas, pequenas aranhas, grilos e
outros insetos. Podem viver sem comida por varios meses, mas nao sao
tolerantes a falta de agua (Bucherl, 1971).

Os homens propiciam ambientes favoraveis ao aparecimento do
escorpido. O lixo e entulho gerados pela agdo antropica propiciam o
aparecimento de insetos e aranhas, -constituintes principais da dieta
escorpidnica (Lucas e Meier, 1995). Com todos esses fatores a seu favor, nota-
se grande explosdo demografica da espécie (Soares et al., 2002). Com o
desenvolvimento de habitos domiciliares € cada vez mais frequente a presenga
de escorpides em areas urbanas. Dados do Ministério da Saude relatam 56%
dos acidentes com escorpidao em areas urbanas e 34% em areas rurais (Wen e
Santalucia, 2005).

Com isso, o0 escorpionismo € considerado um sério problema de saude
publica no Brasil (Machado et al., 2000). Os acidentes escorpidnicos sao
importantes em virtude da grande frequéncia com que ocorrem e de sua
potencial gravidade principalmente entre os mais jovens e entre os idosos
(Sandoval e Dorce, 1993). Nos Estados de S&o Paulo e Minas Gerais,
acidentes com escorpides sdo frequentes. Entre 1988 e 1989, segundo o
Ministério da Saude (Brasil, 1992), 22 mortes ocorreram nestes locais devido a
acidentes com Tityus bahiensis, sendo a maioria dos casos com criangas com
menos de 15 anos. A maioria das pessoas acidentadas apresenta somente dor
local e parestesia, o envenenamento severo € cerca de 0,4% do total de
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acidentes com Tityus bahiensis e 4,3% do total com Tityus serrulatus
(Bucaretchi et al, 1995).

Dados de 2004 do Ministério da Saude indicam ocorréncia anual de mais
de 28.000 casos de acidentes com escorpides (Wen e Santalucia, 2005),
correspondendo a aproximadamente 34% dos acidentes por animais
peconhentos no Brasil. Esse indice € maior do que os acidentes causados por
serpentes que é de 32% e, por aranhas que é de 21%. O maior numero de
notificagdes provem das regides Nordeste e Sudeste do pais, sendo os Estados
de Minas Gerais, Sao Paulo, Bahia, Alagoas e Pernambuco responsaveis por
grande parte dos acidentes escorpiénicos (Wen e Santalucia, 2005).

Sintoma sempre presente no escorpionismo € a dor e a intensidade com
que ela se manifesta depende da quantidade de veneno inoculado no tecido, e
nao somente da sensibilidade de cada individuo. A dor pode ser muito leve,
quase imperceptivel nos casos benignos, até muito intensa e quase
insuportavel nos casos mais severos. Os pacientes, principalmente as criangas,
apresentam-se em geral muito agitados. E possivel o aparecimento de tremores
generalizados e, com agravamento do quadro, os doentes podem passar de
agitacédo psicomotora a profundo torpor.

Podem ocorrer hipertensdo seguida de hipotensao arterial e arritmias
cardiacas variadas. Nos casos mais severos, insuficiéncia cardiaca e edema
agudo de pulméo fazem parte do quadro clinico. Nas fases mais tardias e
graves pode-se estabelecer bradicardia. Os sintomas respiratorios sao
agravados pela presenca de grande quantidade de secregbes como também
pela presenca de constricdo traqueo-brénquica. Outros sintomas descritos no
envenenamento escorpidnico sdo alteracdo da visdo, tonturas, cefaléias,
nistagmo, dificuldades de marcha, delirios e alteragdes no olfato (Hering et al
1987; Freire-Maia e Campos, 1989; Freire-Maia, 1995; Troncon et al., 2000;
Teixeira et al., 2001; Torres et al., 2002; Alves et al., 2005).

No envenenamento severo por Tityus bahiensis, as pessoas apresentam

alteragdes do ritmo cardiaco e respiratério, podendo progredir para faléncia
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cardiaca, edema pulmonar e choque, isso acompanhado de abundantes e
frequentes vOmitos e diarréia, salivacdo excessiva, hipertensao arterial,
agitacdo alternada com prostracédo e tremor (Brasil, 1993) e por vezes
convulséo (Freire-Maia e Campos, 1989; Ismail et al., 1990).

A intensidade dos efeitos do veneno é determinada por varios fatores,
entre eles: o local da picada, através do qual o veneno penetra na corrente
sanguinea, a quantidade de veneno inoculado, massa corpdrea da vitima,
estagdo do ano na qual ocorreu o acidente, tamanho do escorpido, estado de
saude da pessoa atingida e espécie do escorpido (revisado por Dorce e
Sandoval, 1992). O Tityus bahiensis, assim como outros membros desse
género, inoculam apenas uma pequena quantidade de veneno a cada picada e
por isso a maioria dos acidentes envolvendo adultos nao € letal. Os acidentes
por escorpido sao importantes em virtude da grande frequéncia com que
ocorrem e de sua potencial gravidade principalmente em criangas picadas
(Goyffon et al., 1982; Lourengo et al., 1996; Ghalim et al., 2000).

Quando ocorre o acidente, o tratamento realizado visa neutralizar o mais
rapido possivel a toxina circulante, combater os sintomas do envenenamento e
dar suporte as condicdes vitais dos pacientes. Todas as vitimas de picada por
escorpido, mesmo que o quadro clinico seja considerado leve, devem ficar em
observacgédo hospitalar nas primeiras 4 a 6 horas, principalmente as criangas.
Nos casos moderados, € recomendavel a observacio por no minimo 24 horas
e, N0s casos mais sérios, com instabilidade do sistema cardiorespiratério &
indicado o monitoramento continuo do paciente (Brasil, 1993; Brasil, 2001). Nos
casos sintomaticos, a dor local pode ser combatida com anestésico sem
vasoconstritores, como a lidocaina ou a bupivacaina, injetados no local da
picada ou sob a forma de bloqueio, também pode ser utilizado analgésico por
via oral ou parenteral, dependendo da intensidade da dor. O combate a dor,
como medida unica adotada é geralmente suficiente para todos os casos leves
e, em adultos, para a maioria dos casos moderados (Cupo et al., 2003).
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O soro antiescorpiénico, ou antiaracnidico € indicado em todos os casos
graves. Nos moderados, geralmente € utilizado apenas em criangas abaixo dos
7 anos, por constituirem o grupo de risco. Nos demais casos é indicado, antes
da soroterapia, combater a dor mantendo o paciente sob observagao continua.
A dose recomendada em um acidente moderado € de 4 ampolas de soro e nos
acidente grave sao utilizadas 8 ampolas de soro, por via intravenosa, sem
diluicdo durante 15 a 30 minutos. A dose é a mesma para adultos e criangas
(Cupo et al., 2003).

Esses sintomas s&o devidos a agao do veneno nos centros autonémicos,
onde ha liberacdo de mediadores como adrenalina, noradrenalina e acetilcolina.
Além dos efeitos periféricos, os venenos dos escorpides tém acdo sobre o
sistema nervoso central. Estudos realizados no Laboratério de Farmacologia do
Instituto Butantan com algumas fragdes isoladas do veneno do Tityus serrulatus
mostram efeitos neurotoxicos, com atividade convulsivantes (Sandoval e Dorce,
1993; Nencioni et al., 2000; Carvalho et al., 1998). A TsTX, uma neurotoxina
tipo alfa, purificada do veneno do T. serrulatus, quando injetada no hipocampo
de ratos, mostrou padrdes comportamentais alterados, atividade epileptiforme
no hipocampo e cortex cerebral e também danos a células piramidais e
granulares do giro denteado hipocampais (Carvalho et al., 1998).

Estudos realizados no laboratério de Farmacologia do Instituto Butantan
mostraram que o veneno do escorpido T. bahiensis possui um potencial
convulsivante maior que o veneno do escorpido T. serrulatus (Lourencgo et al.,
2002). Estudos de algumas fragdes purificadas do veneno do T. bahiensis
mostraram que quando injetadas por via endovenosa tem atividade
convulsivante agindo direta ou indiretamente no Sistema Nervoso Central e
outras causam lesdes neuronais (Lourenco et al., 2002).

A peconha dos escorpides € direcionada primeiramente a obtencédo de
seus alimentos, entretanto nota-se uma grande quantidade de toxinas
antimamiferos adquiridas provavelmente no processo evolutivo para sua defesa

contra possiveis predadores como gambas e outros animais (Ji et al, 1994).
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Os venenos dos escorpides sdo compostos por mucopolissacarideos,
pequenas quantidades de hialuronidase e fosfolipases, moléculas de baixo
peso molecular como serotonina e histaminas e neurotoxinas (Courad; Jover,
1983). Cada veneno de escorpido pode conter varias neurotoxinas. Elas séo
moléculas de polipeptidios basicos com peso molecular por volta de 7000 Da,
constituidas por cadeias unicas ligadas por pontes dissulfidicas (Courad e
Jover, 1983).

A peconha escorpidnica contém dois principais tipos de neurotoxinas que
atuam em canais de sédio, chamadas de alfa e beta, além de toxinas que agem
nos canais de potassio, cloreto e calcio (Carbone et al., 1982; Rochat et al,
1984; Miller et al., 1985; Kirsch et al, 1989; De Bin et al., 1993; Valdivia e
Possani, 1998). Ao se ligar nos canais existentes nas membranas axonais,
determinam uma liberagcdo anormal de neurotransmissores e consequente
desequilibrio na concentragdo de outros ions (revisto por Dorce; Sandoval,
1992).

Os canais de sodio dependentes de voltagem sao responsaveis pela
despolarizagdo rapida do potencial de acdo dos nervos, musculos e células
cardiacas. Sua abertura e fechamento sao controlados por “ativacado” e
“‘inativacao” dos processos dependentes do potencial de membrana e do tempo.
Muitas neurotoxinas tém se mostrado capazes de alterar a operagcdo normal
dos canais de sédio (Courad e Jover, 1983). A agao primaria das toxinas alfa é
a diminuicdo da inativagcdo, havendo um aumento da permeabilidade ao sédio
com consequente aumento na duragcdo do potencial de acido. As toxinas beta
também agem nos canais de sodio, diminuindo o limiar de ativagdo do canal na
despolarizagédo (Kirsch, 1989). Canais de potassio sdo encontrados em todas
as células e estes sdo responsaveis por diversas fungdes bioldgicas (Sorensen
et al, 1990). No sistema nervoso atuam na regulagéo fisiolégica do potencial de
membrana. Quando ha um bloqueio desses canais por drogas ou neurotoxinas,

ha um maior acumulo de ions na célula, ocorrendo despolarizag&o prolongada,
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permitindo um tempo maior de abertura dos canais de calcio causando grande
liberagcdo de neurotransmissores (Machado, 2000).

Dos escorpides do género Tityus somente o veneno do T. serrulatus foi
extensamente estudado. Por comparagéao, faz-se uma analogia entre o veneno
do T. serrulatus com os dos outros escorpides do género, que provavelmente
possuem substancias toxicas semelhantes no seu veneno. Estudos indicam que
existem semelhangas bioquimicas entre os venenos das diferentes espécies do
género Tityus (Tequattrini et al., 1995). Acredita-se que exista uma diferenca de
toxicidade entre o veneno do T. serrulatus e do T. bahiensis (Nishikawa et al.,
1994). Burcherl (1955) determinou a DLsg (i.v. em camundongos) de 0,75ug/g
para o veneno do T. serrulatus e 4,25ug/g para o veneno do T. bahiensis.
Dados obtidos em nosso laboratorio indicam DLsy do veneno do Tityus
bahiensis por via endovenosa para camundongos de 1,18mg/Kg (Lourencgo,
2002), sendo aproximadamente duas vezes mais alta do que a DLs
endovenosa em ratos para o veneno de Tityus serrulatus, também obtida em
nosso laboratério que foi de 0,56mg/Kg (Sandoval e Dorce, 1993). Contudo,
Nishikawa et al. (1994) determinaram uma DLsy, intraperitoneal em
camundongos de 1,06mg/Kg para o veneno do Tityus bahiensis e 1,16mg/Kg
para o veneno do Tityus serrulatus.

A purificacdo e sequenciamento das toxinas do veneno do Tityus
bahiensis mostraram toxinas muito semelhantes as toxinas ja bem
caracterizadas do veneno do Tityus serrulatus (Becerril et al., 1996). Dez por
cento da parte soluvel do veneno do Tityus bahiensis é composta pela toxina y
bahiensis (y-b) que tem 95% de homologia com a toxina y do Tityus serrulatus
(Becerril et al., 1997). Além da y-bahiensis, outras trés toxinas chamadas Ill — 8
bahiensis (llI-8b), IV - 5 bahiensis (IV-5b) e TbTx — VI foram isoladas. A toxina
IV-5b tem 80% de homologia com a toxina IV-5 do Tityus serrulatus (Tequattrini,
et al., 1995; Becerril et al., 1996).

A pesquisa do veneno do T. bahiensis comegou a se intensificar com o

estudo do uso de antiveneno contra o veneno do Tityus serrulatus em acidentes
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com esses artropodes no qual Nishikawa et al. (1994) concluiram que o soro
feito somente a partir do veneno do T serrulatus € mais eficaz em neutralizar os
efeitos do veneno do T. bahiensis do que quando os dois venenos sdo usados
juntos.

Apesar dos efeitos causados pelo veneno, ndo ha dados na literatura
sobre o efeito do veneno na prole de maes que entram em contato com este
nos periodos pré-natal ou pos-natal. Recentemente em nosso laboratério tém
sido estudado esses efeitos em relagdo ao veneno do escorpido Tityus
serrulatus (Bar&o, 2006; Cruttenden, et al, 2007).

Ao tratar da prole de maes injetadas com este veneno, deve se pensar
na toxicidade do desenvolvimento pré e pds-natal e também em todas as
possiveis agdes periféricas e centrais e suas consequéncias para o feto e para
o filhote.

Para um bom desenvolvimento normal do feto apdés a fecundacéao, é
preciso que haja duas condigdes: heranga genética e meio ambiente intra-
uterino adequado. Nos mamiferos o desenvolvimento ocorre em quatro fases:
implantagédo, organogénese, desenvolvimento fetal e neonatal (Manson e Kang,
1989).

A fase de implantacdo comecg¢a na fecundagado do ovulo e vai até o
implante do blastocisto no utero materno, nesta fase um agente toxico pode
provocar embrioletalidade, sendo bastante rara a ocorréncia de teratogénese. A
organogénese comega com a proliferacdo celular indo até a formagao de
orgaos rudimentares. Nesta fase, agentes podem levar a teratogénese ou a
embrioletalidade; nela ocorre também a maioria das anomalias esqueléticas e
viscerais. Substancias administradas durante este periodo podem levar a
teratogénese quando a lesdo causada permitir a existéncia do individuo
afetado, ou a embrioletalidade, caso a lesdo ndo seja compativel com a
possibilidade de vida do mesmo. Cada 6rgdo em formagdo apresenta um
periodo no qual ele é mais susceptivel aos agentes toxicos, chamado periodo

critico. No desenvolvimento fetal e neonatal os 6érgdos comegam a apresentar
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crescimento tecidual e maturacdo. As anomalias neste periodo sdao mais sutis
do que as que ocorrem no periodo de organogénese (Manson e Kang, 1989).

Estas anomalias sutis, as vezes, ndo sédo detectadas no desenvolvimento
do animal por observagao macro ou microscopica, neste caso, € preciso fazer
estudos comportamentais, bioquimicos e de biologia molecular, além de outros
recurso e metodologias disponiveis apos o nascimento (Nasello, 1997).

Em ratos, o implante do blastocisto no utero acontece até o quinto dia da
gestacédo, a fase de organogénese vai do sexto até o décimo sexto dia, e deste
dia em diante, até o vigésimo primeiro dia acontece o desenvolvimento fetal
(Manson e Kang, 1989).

No periodo poés-natal substancias com caracteristicas fisico-quimicas
adequadas, serao passadas a prole pelo aleitamento materno. Os filhotes tém
baixa capacidade excretora e metabolismo enzimatico limitado, com isso, o
aleitamento pode ser responsavel pela sua intoxicagao (Castro, 1991). Algumas
substancias causam efeitos adversos discretos, como atraso no crescimento e
desenvolvimento. Este fato é chamado de toxicidade do desenvolvimento,
compreendendo quatro manifestacdes: alteragdes do crescimento, morte,
malformacgdes e déficits ou prejuizos funcionais (Bernadi, 1999). Alguns agentes
sdo definidos como teratbgenos comportamentais, porque desagregam o
desenvolvimento comportamental tanto por exposigdo pré-natal durante a
organogénese como também durante a fase de desenvolvimento fetal.

Diversos estudos toxicologicos vém demonstrando a utilidade de testes
usados em psicofarmacologia para avaliar a fungao do sistema nervoso central
apos a exposicdo a um agente téxico (Norton, 1989). Procedimentos
comportamentais sao utilizados como ferramentas para avaliar a acdo de
drogas e podem ainda, serem comparados a outros procedimentos nao
comportamentais para atender o mesmo objetivo (Porsolt et al., 1993). Os
testes comportamentais podem detectar alteragdes no sistema nervoso central
(SNC) causadas por substéncias toxicas ou patologias. Dependendo da

circuitaria cerebral atingida serdo observadas modificagbes comportamentais
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em testes que requerem a funcionalidade do sistema nervoso. Para a avaliagao
pratica em experimentos comportamentais, costuma-se dividir os
comportamentos em trés tipos: dois ditos condicionados (aprendidos), nos quais
os comportamentos sao rigidamente controlados, e um chamado
incondicionado (n&o aprendido) ou espontdneo, no qual o ambiente é
controlado, porém os comportamentos sdo espontaneos (Norton, 1989). Os
dois tipos basicos de condicionamento sdo: o operante ou emitido e o
respondente ou eliciado, também chamado de pavloviano.

No comportamento espontaneo ou incondicionado o pesquisador mede a
resposta motora espontanea do animal frente a um estimulo, que pode ser um
ambiente novo ou uma mudanga no ambiente (Norton, 1989). Dessa forma,
nenhum tipo de treinamento é necessario, porém se houver exposi¢ao repetida
ou prolongada ao teste, pode ocorrer habituagdo ou adaptagdo no desempenho
0 que pode ser avaliado como uma forma de aprendizado (Norton, 1989).
Alguns comportamentos, ainda, podem ser eliciados por drogas que atuam no
sistema nervoso central e dessa maneira dar subsidios para o entendimento do
funcionamento dos sistemas onde eles interagem.

Os ratos, ao nascer, tém um sistema nervoso central imaturo, com
deficiente irrigagdo cerebral e auséncia de barreira hematoencefalica (Bernardi,
1999). Seu desenvolvimento acontece no decorrer do periodo pds-natal.
Qualquer influéncia que o feto possa sofrer durante a gestagdo, desde a
organogénese até a amamentagcdo pode agir sobre esse processo, podendo
causar desde anomalias sutis até teratogénese. O desenvolvimento pos-natal
da atividade motora do rato compreende alguns processos comportamentais
como o desenvolvimento da postura e locomogédo quadrupede, ajustes
dinamicos posturais, algumas respostas de orientagdo e de habilidade motoras
complexas. Por testes comportamentais € possivel avaliar tais parametros nos
animais.

As lesbes que ocorrem no cérebro adulto resultam imediatamente em

alteragbes comportamentais, enquanto lesbes ou alteragbes do
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desenvolvimento do cérebro de neonatos podem ser, ou ndo compensadas no
desenrolar da vida do individuo levando ou n&o a alteragées comportamentais.
Por outro lado, pequenas alteracdes na funcionalidade do cérebro que
poderiam passar despercebidas quando acontecem em adultos, no cérebro
jovem podem ser exacerbadas com o decorrer do tempo (Schmadel et al.,
2004). Ainda, se acredita que grande parte das desordens neuropsiquiatricas
tem origem em anormalidades do desenvolvimento do SNC (Duncan et al.,
1999). Assim, ratos adultos que tenham sofrido algum tipo de disturbio neonatal
podem ser uteis no desenvolvimento de modelos animais dessas desordens.

Para um bom desenvolvimento de um ser vivo € fundamental ter uma
complexa coordenacdo de divisbes, migragdes e interagdes celulares,
regulagdo génica e diferenciagdo. Qualquer substancia que possa interferir
nestes processos pode causar malformagdes no embrido. Com isso, a
preocupagao e investigacdo com agentes exdgenos capazes de causar mortes
ou anomalias comportamentais e estruturais no neonato, t€m aumentando.

S&o raras na literatura citagbes sobre os efeitos deletérios para a prole
quando a mae é exposta a peconhas no periodo perinatal principalmente ao
que se refere as peconhas de escorpidao. Na Arabia Saudita, foram realizados
estudos com escorpides da espécie Androctonus amoreuxi, constatando que
seu veneno tem capacidade de causar anomalias congénitas e reabsorcao fetal
quando inoculado em ratas prenhes (Ismail, 1983).

No Brasil, em relagdo as acdes do veneno dos escorpides nativos, foram
realizados apenas dois estudos (Bar&o, 2006; Cruttenden, et al., 2007) visando
verificar o seu efeito em anomalias congénitas, embrioletalidade ou em
alteracdo no desenvolvimento da prole. Contudo, este € um campo novo para

pesquisas, visto a alta incidéncia de acidentes com mulheres e criangas.
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivos gerais

Estudar os efeitos neurocomportamentais na prole de ratos no periodo
pos-natal e na idade adulta, a partir da administracdo materna do veneno bruto
do escorpidao Tityus bahiensis no 10° dia de gestacdo ou no 16 ° dia de

gestacao.

2. 2. Objetivos especificos

2.2.1. Estudar os efeitos neurocomportamentais do veneno do escorpiao
Tityus bahiensis na prole de ratos quando administrado no décimo dia de
gestacdo. Este dia corresponde ao meio do periodo de organogénese. Nos
ratos o décimo primeiro dia de gestacdo abrange a maioria dos periodos criticos

dos principais 6rgaos.

2.2.2. Estudar os efeitos neurocomportamentais do veneno do escorpiao
Tityus bahiensis na prole de ratos, quando administrado no décimo sexto dia de
gestacdo. Este dia corresponde ao inicio do periodo de desenvolvimento fetal,
durante o qual, além de alguns sistemas ainda n&o estarem completamente
formados, ocorre a maturagdo e diferenciagdo do cérebro podendo causar
anomalias fisicas, falhas no desenvolvimento posterior e desvios

comportamentais.

2.2.3. Estudar os efeitos do veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis
sobre a integridade celular neuronal da prole de ratos apds administragao

materna no 10° e no 16° dia de gestagao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Sujeitos experimentais

Filhotes na idade pods-natal e na idade adulta foram obtidos do
cruzamento de ratos Wistar machos e fémeas, sexualmente maduros, pesando
entre 250 e 300g. Os animais foram acondicionados a 22 + 2 graus Celsius, no
Biotério do Laboratério de Farmacologia do Instituto Butantan. Agua e comida
foram fornecidas “ad libitum” durante todo procedimento experimental.

Para os experimentos com os filhotes no periodo pds-natal, as fémeas
prenhes foram separadas em 3 grupos, sendo um controle e dois
experimentais. Cada grupo continha 8 fémeas prenhes que foram injetadas no
10° e 16° dia de gestagcdo com solugédo salina ou veneno bruto do escorpido
Tityus bahiensis de tal maneira que os animais do grupo controle receberam
salina nos dois dias de injecdo, os animais de um grupo experimental
receberam salina no 10° dia de gestagao e veneno no 16° dia e do outro grupo,
veneno no 10° dia e salina no 16° dia gestacional. Os cruzamentos e a
separagdo nos diversos grupos foram feitos tantas vezes quantas foram
necessarias para a realizacao de todos os experimentos.

Para os experimentos com os filhotes na idade adulta mais 3 grupos de
fémeas, sendo um controle e dois experimentais foram utilizados, cada grupo
contendo 8 fémeas prenhes, e foram seguidos os mesmos procedimentos
apresentados acima.

Para os experimentos de avaliagdo de integridade neuronal foram
utilizados mais 3 grupos de fémeas, sendo um controle e dois experimentais,
cada um contendo 5 fémeas prenhes, e foram seguidos 0s mesmos
procedimentos apresentados acima.

O numero de animais e as inje¢des foram assim definidos para que fosse
evitado o desperdicio de animais e de veneno. A dose de 2,5mg/Kg do veneno

de T.bahiensis foi determinada em experimentos prévios em nosso laboratério e
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correspondem aquela que causa alguns efeitos sistémicos apos a injecdo, sem
levar a morte das méaes. Os dias de inje¢do foram os mesmos que em estudos
anteriores, também de nosso laboratério, procuravam verificar alteracdes

morfolégicas nos filhotes.

3.2. Drogas e Solugées

Foi utilizado veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis (diluido em
solugdo de NaCl 1,46%) e solugdo de NaCl 1,46%, administrados por via
subcutanea as ratas prenhes. Em estudos anteriores em nosso laboratério foi
determinado que a solubilidade total do veneno do Tityus bahiensis se da
somente em solucédo de NaCl 1,46%.

3.3. Procedimentos

3.3.1. Cruzamento de animais e diagndstico de prenhez

As ratas foram agrupadas em gaiolas de polietileno com tampa metalica
contendo duas fémeas cada. Um macho foi colocado no final do dia
aproximadamente as 16 horas e retirado pela manha do dia seguinte, quando
se verificou a presenca de espermatozdides através do lavado vaginal.

O lavado vaginal consiste em injecdo de 60 microlitros de solugéo salina,
com ajuda de uma pipeta, no canal vaginal da rata e retirada com esta mesma
pipeta. Este liquido € colocado na Iamina e observado ao microscépio onde se
verifica a presenca de espermatozoides para confirmagdo do diagnostico de
prenhez (dia zero de gestagdo). Apds esta confirmacdo as fémeas foram
separadas individualmente. Os machos e as fémeas ndo prenhes nao foram

utilizados.
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3.3.2. Avaliagdo indireta da toxicidade materna através da evolugao
ponderal

As fémeas prenhes foram pesadas nos dias 0, 5, 10, 16 e 21 da
gestacéo, para controle do ganho de peso.

3.3.3. Padronizacao das ninhadas e avaliacdao da evolugao de seus pesos

As ninhadas foram padronizadas no dia 2 do nascimento. Sempre que
possivel foram utilizados 8 filhotes distribuidos na mesma proporgdo para
machos e fémeas. Caso nio fosse possivel manter essa mesma propor¢cao os
filhotes foram escolhidos independentemente do sexo até que se completassem
8 filhotes. Se a ninhada apresentasse numero menor ou igual a 8 filhotes, todos
seriam utilizados.

Para manuseio dos filhotes alguns cuidados foram tomados. As maos do
pesquisador foram lavadas em agua corrente e esfregadas na ragédo e na
maravalha, a fim de evitar qualquer odor diferente que estressasse o animal.

A pesagem dos filhotes utilizados para os experimentos no periodo pos-
natal aconteceu a cada seis dias, iniciando-se no segundo dia de vida, até o
vigésimo dia de vida.

A pesagem dos filhotes utilizados para os experimentos na idade adulta

aconteceu semanalmente até que estes atingissem 3 meses de idade.

3.3.4. Desenvolvimento Fisico

Cada filhote foi observado diariamente e individualmente no mesmo

horario até a ocorréncia dos parametros fisicos: desdobramento de orelhas,
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erupcao do dentes incisivos, abertura dos olhos, abertura do orificio do ouvido,

descida dos testiculos e abertura do canal vaginal.

3.3.5. Desenvolvimento Reflexolégico

Os dias dos testes descritos a seguir foram pré-determinados em outros

experimentos.

a) Preensao palmar: O animal foi contido por uma das méos do pesquisador,
com o cuidado de nao tocar sua pata esquerda dianteira. Com a ponta de um
lapis esta pata foi tocada. O critério para se considerar a ocorréncia do reflexo,
que foi cronometrado, foi o fechamento da pata no contato fisico com o lapis. O

teste foi realizado nos dias 4, 6 e 8.

b) Reflexo postural: O animal foi colocado em posi¢cdo de decubito dorsal e foi
cronometrado o tempo que o mesmo levou para virar o corpo e ficar na posigao
de decubito ventral com as quatro patas na superficie. O teste foi realizado nos
dias 4, 6,8 e 10 de vida.

c) Geotaxia negativa: O animal foi colocado em uma rampa de
aproximadamente 45 graus de inclinagdo a 5 cm da borda inferior desta
superficie, com a cabecga direcionada para baixo. O resultado esperado para
este teste foi que o animal se voltasse para a posigdo oposta, ou seja, com a
cabeca voltada para cima. O tempo necessario para a ocorréncia do reflexo foi
cronometrado. O teste foi realizado nos dias 6, 8,10 e 12 de vida.

3.3.6. Desenvolvimento Comportamental.

a) Caixa de atividade



30

Este aparelho contém dois grupos de sensores moveis, um na posi¢cao
horizontal, que mede a atividade locomotora e outro na posi¢cédo vertical, que
mede a atividade de levantar do animal. Os filhotes foram colocados nesta
caixa individualmente e observados durante cinco minutos. Apds a retirada de
cada animal, a caixa foi limpa com solugdo alcool-agua a 5% para evitar
interferéncias com odor do animal anterior. O teste foi realizado tanto para
filhotes na fase neonatal como na idade adulta, mas para diferentes grupos. O
teste foi realizado no 10°, 14°,18° e 22° dias pds-natal e aos 2 meses de idade.
Os sensores sdo moveis e foram ajustados na altura apropriada para as duas
fases.

b) Natagao Forcada

Para o teste de natagéo forgada ou modelo de Porsolt (1993) utilizou-se
um recipiente de vidro medindo 22 cm de diametro por 40 cm de altura com 19
cm de agua, na temperatura média de 25° C. Animais com 60 dias de idade
foram colocados no interior deste recipiente por 10 minutos (sessdo de
treinamento). Apds esta sess&o, os animais foram retirados, secos e aquecidos.
Ap06s 24 horas, foram recolocados neste recipiente por 5 minutos (sessao teste)
onde foi avaliada a laténcia para o animal parar de nadar bem como o tempo
total de imobilidade do mesmo, ambos em segundos. Tanto na sessao teste
como na sessao treinamento, o pesquisador acompanhou o animal para evitar

que 0 mesmo se afogasse.

c) Ambiente enriquecido
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A caixa de atividade motora foi enriquecida com objetos previamente
determinados como sendo capazes de induzir o comportamento exploratorio no
rato. Os ratos foram colocados individualmente no canto da caixa de teste,
voltados para a parede por 5 minutos de teste. O total de atividade motora
(ambulagdo + atividade geral e movimentos verticais) foi automaticamente
marcado. O tempo total gasto na atividade de exploragdo do novo objeto
(contato; erguer-se; subir na prateleira; declinar-se com a cabega para baixo;
mordiscar e rastejar-se entre as prateleiras) foi marcado por observacéo direta
de uma maneira encoberta. Este teste foi usado para analisar a motivagao e

processar informagdes que dizem respeito a importancia de novos estimulos.

d) Interagéo social

A interagao social foi avaliada através da observacao direta de duplas de
animais, compostas de animais de mesmo sexo, peso e grupo, em um caixa de
madeira revestida com plastico medindo 72x45x55 centimetros. Estes animais
foram avaliados quanto ao tempo total de interagdo social durante um periodo
de 5 minutos. Como parametros para avaliacdo de interagdo social foram
considerados: cheirar, seguir, montar, lutar, lamber, morder e/ou empurrar o
parceiro. O comportamento agressivo e o contato passivo n&o foram
considerados interagdo social. Todos os animais foram submetidos sozinhos a
uma sessdo de reconhecimento da caixa de madeira, por 5 minutos, 24 horas
antes de serem colocados na situacdo experimental. As observacdes foram
sempre no mesmo periodo do dia (entre 14:00 e 17:00). A arena foi limpa com
uma solucio de alcool 5%, antes da introdu¢éo de cada par.

e) Esquiva discriminativa no labirinto em cruz elevado
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Foi utilizado um labirinto em cruz elevado modificado, feito de madeira,
contendo dois bragos fechados (50 x 15 x 40 cm) opostos a dois bragos abertos
(50 x 15 x 40 cm). Um dos bracgos fechados foi denominado como n&o-aversivo.
O outro brago fechado foi denominado aversivo, neste foi colocado exatamente
sobre o meio do braco uma Iampada de 100 watts e um secador de cabelo de
700 watts, para produzir o estimulo aversivo. O chdo do brago aversivo e do
nao-aversivo foram revestido por um tapete preto de borracha.

Na sessao treino ou sessao de aquisi¢ao, da esquiva discriminativa cada
animal foi colocado, individualmente, por 10 minutos, no centro do labirinto em
cruz elevado modificado. Toda vez que o animal entrou no brago fechado
aversivo, a situacao aversiva foi produzida até o animal deixar este braco. Este
estimulo aversivo foi produzido pela lampada acesa, pelo fluxo de ar quente e
do pelo barulho produzido pelo secador. Os animais dos grupos controle e
experimentais foram observados durante a fase clara do ciclo de luz, entre
13:00 e 17:00 horas. Entre as observacdes de cada rato, o labirinto foi limpo
com uma solugéo de agua-alcool de 5%.

Na sessdo de teste ou sessdo de retencao, realizada 24 horas apos o
condicionamento (sesséo treino) o animal foi novamente colocado no centro do
aparelho, mas sem receber qualquer estimulacdo aversiva, porém com a
ldampada e o secador, ambos desligados, ainda presente em um dos bragos
fechados. Nesta sessao foram utilizados os mesmos procedimentos quanto ao
periodo de observacao e limpeza.

Ao redor do aparelho de esquiva discriminativa existiam varias pistas
visuais, tais como portas, janelas, bancadas e observador, que 0s animais
puderam utilizar para a localizagado dos diferentes bragos do labirinto. Tanto na
sessao de treino como na sessado de teste foi quantificado o numero de
entradas, o tempo de permanéncia e o numero de neck’s in no brago fechado
aversivo, no brago ndo aversivo e nos bragos abertos. O neck in & considerado
gquando o animal coloca apenas a cabega dentro de um dos bracgos e a retira,
sem chegar a entrar com o corpo dentro do braco.
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O aprendizado e a memoaria foram avaliados por meio da comparagéo do
tempo de permanéncia nos bragos fechados aversivos e nao-aversivos. Ao
mesmo tempo em que o aprendizado e memdéria sdo avaliados, o modelo de
esquiva discriminativa em labirinto em cruz elevado permite a avaliagcdo de
outros parédmetros do comportamento animal: os niveis de ansiedade (avaliados
por meio da quantificagdo da porcentagem de tempo de permanéncia nos
bragos abertos do aparelho) e a atividade motora (avaliada por meio de numero
total de entradas nos bracos do aparelho).

3.3.7. Avaliagao da Integridade Neuronal

No periodo pds-natal os grupos de animais destinados a avaliagdo de
integridade neuronal foram sacrificados no segundo ou no sétimo dia de vida
para analise histopatologica. Os animais foram anestesiados por inalagao de
gas carbbnico e decapitados para a retirada do cérebro. Estes foram
colocados em solugdo de formal a 10%, por no minimo uma semana.
Posteriormente foram dissecados, emblocados em paraplast e levados ao
microtomo para serem cortados e depois corados com violeta de cresil. As
ldminas foram levadas ao microscopio para contagem dos corpos celulares
integros nas areas hipocampais CA1, CA3 e CA4. Foram considerados
neurdnios integros aqueles em que era possivel a visualizagdo de nucleo e

nucléolo centralizado.

Apos os experimentos comportamentais na idade adulta os animais
foram anestesiados por inalagdo de gas carbénico e perfundidos por pungéo
cardiaca com solugédo tampao fosfato seguida de solugcédo de formol a 10%.
Os cérebros foram retirados e colocados em solugdo de formol a 10%,
posteriormente foram dissecados, emblocados em paraplast e levados ao
micrétomo onde foram cortados e depois corados com violeta de cresil. As

laminas foram levadas ao microscopio para contagem dos corpos celulares
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integros nas areas hipocampais CA1, CA3 e CA4. Foram considerados
neurdnios integros aqueles em que era possivel a visualizagdo de nucleo e

nucléolo centralizado.

3.4. Delineamento experimental

3.4.1. Experimento 1 - Efeitos da injeg¢do do veneno bruto do escorpido Tityus
bahiensis sobre a avaliagéo indireta da toxicidade materna de ratas tratadas no

10°ou no 16° dia de prenhez.

Apos a confirmacéo de prenhez conforme procedimento descrito no item
3.3.1, as fémeas foram distribuidas conforme descritos no item 3.1.

Um grupo experimental de animais recebeu inje¢do subcutédnea de 2,5
mg/Kg de veneno bruto no 10° dia de gestagéo e de 1 ml/Kg de solugdo salina
no 16° dia de gestagéo. Outro grupo experimental recebeu injecdo subcutanea
de 1 ml/Kg de solucao salina no 10° dia de gestagéo e de 2,5 mg/Kg de veneno
bruto no 16° dia de gestac&do. Os animais do grupo controle receberam 1 mi/Kg
de massa corpérea de solugdo salina a 1,46% no 10° e 16° dia de gestagao.

Foi realizada analise da toxicidade materna conforme descrito no item
3.3.2.

3.4.2. Experimento 2 - Efeitos da inje¢do do veneno bruto do escorpido Tityus
bahiensis sobre parémetros do desenvolvimento fisico no periodo pos-natal da
prole de ratas tratadas no 10°ou no 16° dia de prenhez.

As maes foram mantidas individualmente em suas caixas até o

nascimento dos filhotes quando foi feita a padronizagédo como descrito no item
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3.3.3. Anadlise completa dos parametros fisicos dos filhotes foi feita como

descrita no item 3.3.4.

3.4.3. Experimento 3 - Efeitos da inje¢do do veneno bruto do escorpido Tityus
bahiensis sobre parametros do desenvolvimento reflexolégico no periodo pdos-

natal da prole de ratas tratadas no 10° ou no 16° dia de prenhez.

As maes foram mantidas individualmente em suas caixas até o
nascimento dos filhotes quando foi feita a padronizagdo como descrito no item
3.3.3. A analise completa dos parametros reflexolégicos dos filhotes foi feita
como descrita no item 3.3.5.

3.4.4. Experimento 4 — Efeitos da inje¢do do veneno bruto do escorpido Tityus
bahiensis sobre a atividade geral e locomog¢éo na prole no periodo pés-natal e
na vida adulta, quando administrado no 10° ou no 16° dia de prenhez.

Os mesmos animais utilizados nos experimentos descritos no item 3.3.5
foram submetidos a caixa de atividade no periodo pds-natal conforme descrito
no item 3.3.6a.

Outros animais, quatorze machos e quatorze fémeas foram desmamados
no 21° dia de vida e acondicionado em gaiolas separados por sexo. Na idade
adulta, foram submetidos a caixa de atividade conforme descrito no item 3.3.6a.

Os dados de fémeas e machos foram computados separadamente.

3.4.5. Experimento 5 — Efeitos da inje¢do do veneno bruto do escorpido Tityus
bahiensis sobre a natagéo forgada na idade adulta, quando administrado no 10°

ou no 16° dia de prenhez.

Os mesmos animais do experimento anterior, na idade adulta, foram

submetidos a natagéo forgcada conforme descrito no item 3.3.6b.
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Os dados de fémeas e machos foram computados separadamente.
Apos a observagao os animais foram anestesiados, perfundidos e seus
cérebros retirados para analise histopatolégica, como descrito no item 3.3.7.

3.4.6. Experimento 6 — Efeitos da injecdo do veneno bruto do escorpido Tityus
bahiensis sobre o ambiente enriquecido na idade adulta, quando administrado
no 10° ou no 16° dia de prenhez.

Quatorze machos e quatorze fémeas foram desmamados no 21° dia de
vida e acondicionado em gaiolas separados por sexo. Na idade adulta, foram
submetidos ao ambiente enriquecido conforme descrito no item 3.3.6c.

Os dados de fémeas e machos foram computados separadamente.

3.4.7. Experimento 7 — Efeitos da injecdo do veneno bruto do escorpido Tityus
bahiensis sobre a interacdo social na idade adulta, quando administrado no 10°
ou no 16° dia de prenhez.

Os mesmos animais do experimento anterior, na idade adulta, foram
submetidos a interagdo social conforme descrito no item 3.3.6d.

Os dados de fémeas e machos foram computados separadamente.

Apos a observagao os animais foram anestesiados, perfundidos e seus

cérebros retirados para analise histopatolégica, como descrito no item 3.3.7.

3.4.8. Experimento 8 — Efeitos da injecdo do veneno bruto do escorpido Tityus
bahiensis sobre a esquiva discriminativa em labirinto em cruz elevado na idade

adulta, quando administrado no 10° ou no 16° dia de prenhez.

Quatorze machos e quatorze fémeas foram desmamados no 21° dia de
vida e acondicionado em gaiolas separados por sexo. Na idade adulta foram
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submetidos a esquiva discriminativa em labirinto em cruz elevado conforme
descrito no item 3.3.6e.

Os dados de fémeas e machos foram computados separadamente.

Apos a observagao os animais foram anestesiados, perfundidos e seus
cérebros retirados para analise histopatolégica, como descrito no item 3.3.7.

3.4.9 — Experimento 9 - Efeitos da inje¢do do veneno bruto do escorpido Tityus
bahiensis sobre a integridade neuronal de filhotes de ratas tratadas no 10° ou
no 16° dia de prenhez.

Cinco filhotes um de cada ninhada destinada a analise da integridade
neuronal, foram escolhidos aleatoriamente e destinados a analise
histopatologica no 2° dia de vida como descrito no item 3.3.7. Outros cinco
filhotes um de cada ninhada foram escolhidos aleatoriamente e destinados a
analise histopatologica no 7° dia de vida como descrito no item 3.3.7.

Cinco filhotes na idade adulta um de cada ninhada foram escolhidos
aleatoriamente, apds a observacdo do desenvolvimento comportamental e

destinados a analise histopatolégica, como descrito no item 3.3.7.

3.5. Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se primeiramente o teste de Bartlet
para determinacdo da distribuicdo paramétrica ou ndo parameétrica. Por esta
analise todos os dados foram considerados com distribuicdo paramétrica. Foi,
entdo, utilizado o teste ANOVA seguido do teste de Tukey Kramer. O intervalo
de confianca aceitavel foi de 5% (p<0,05).

As analises foram feitas no computador utilizando-se o programa
GraphPad InStat (San Diego, S.A.)
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4. RESULTADOS

4.1. Experimento 1 - Efeitos da injecdo do veneno bruto do escorpido Tityus
bahiensis sobre a avaliagcédo indireta da intoxicagdo materna de ratas tratadas

no 10°ou no 16° dia de prenhez.

O peso materno no periodo gestacional de maes tratadas no 10° dia de
prenhez, ndo sofreu alteragao significativa em relagdo ao controle para todos os
periodos analisados, como verificado na tabela 1.

O mesmo ocorreu com as maes tratadas no 16° dia gestacional, em que
a alteragdo do peso materno n&o foi significante em nenhum dos periodos

analisados, (tabela 1, figura 1).

Tabela 1 - Peso (em gramas) das maes tratadas no 10° ou 16° dia gestacional

com o veneno bruto do escorpiao Tityus bahiensis.

Peso Materno Controle n Veneno n Veneno n
10° dia 16° dia

0° dia de gestacédo  230,0+5,8 16 246,7 £ 7,3 16 2409+45 16

5° dia de gestacédo 252,8+9,7 16 258,0 £ 10,5 16 253,8+6,6 16

10° dia de gestacdo 263,6+4,9 16 281,4 +6,8 16 273,7+45 16

16° dia de gestacdo 2992+49 16 3198+ 7,7 16 3149+74 16

21° dia de gestagdo 351,4+10,2 16 376,4 + 9.4 16 3526+98 16

- Os dados se referem a média * erro padrdo da média
Teste ANOVA seguido de teste de Tukey Kramer
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Figura 1: Grafico da evolugdo ponderal do peso materno, em gramas, de
maes tratadas com o veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis no 10° ou no
16° dia gestacional.

Os dados se referem a média + erro padrao da média.
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4.2. Experimento 2 - Efeitos da inje¢cdo do veneno bruto do escorpido Tityus
bahiensis sobre pardmetros do desenvolvimento fisico da prole de ratas
tratadas no 10" ou no 16° dia de prenhez.

No desenvolvimento fisico dos filhotes de maes tratadas no 10° dia
gestacional, comparados aos do grupo controle, observou-se que o
desdobramento das orelhas, erupgdo dos dentes incisivos e abertura vaginal
foram adiantados (tabela 2, figura 2). A abertura do orificio do ouvido, a
abertura dos olhos e a descida dos testiculos n&o sofreram alteragdes (tabela 2,
figura 2). Houve um aumento de peso de filhotes machos (tabela 3, figura 3) e
fémeas (tabela 3, figura 3) nos 14° e 20° dias de vida.

Quanto ao desenvolvimento fisico da prole de maes tratadas no 16° dia
gestacional, verificou-se que o desdobramento de orelha e erupgé&o dos dentes
foram adiantados. A abertura dos olhos e a descida dos testiculos atrasaram
(tabela 2, figura 2). A abertura do orificio do ouvido e a abertura vaginal nao
sofreram alteragdes significantes (tabela 2, figura 2). Contudo, observou-se que
houve diminuigdo do peso das fémeas filhotes no 2° dia de vida e aumento no
20° dia de vida (tabela 3, figura 3). Nao foram observadas alteragbes do peso
de filhotes machos (tabela 3, figura 3).
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Tabela 2 - Observacio dos dias de ocorréncia dos parametros fisicos da prole

de maes tratadas no 10° ou 16° dia gestacional com o veneno bruto do

escorpiao Tityus bahiensis.

Parametros Fisicos Controle n Veneno n Veneno n
10° dia 16° dia
Desdobramento de 404+008 64 3,01+0,09* 63 3,07+0,13* 62
orelhas
Abertura do orificio do 9,12+0,09 64 887+0,04 63 9,12+ 0,08 62
ouvido
Erupcéo dos dentes 10,06 + 0,06 64 9,19+0,13* 63 9,38+0,14* 62
incisivos
Abertura dos olhos 14,40 £0,08 64 14,00+0,21 63 1509+0,12* 62
Descida dos testiculos 17,90+0,43 30 17,34+0,29 28 19,40+0,22* 30
Abertura do canal vaginal 37,21 +0,51 28 34,87 +0,72* 24 37,25+0,34 24

- Os dados se referem a média * erro padrdo da média

* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de

teste de Tukey Kramer
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Figura 2. Observacio dos dias de ocorréncia dos parametros fisicos da
prole de mées tratadas no 10° ou 16% dia gestacional com o veneno bruto do
escorpiao Tihvus bahlensis.

05 dados se referem a média * erro padrao da madia.

* Significativamente diferente do controle (p= 0,0%) -Teste ANOVA sequido
de teste de Tukey Kramer.
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Tabela 3 - Peso (em gramas) de filhotes machos e fémeas provenientes de

maes tratadas no 10° ou 16° dia gestacional com o veneno bruto do escorpido

Tityus bahiensis.

Peso de Controle n Veneno n Veneno n
filhotes 10° dia 16° dia
Fémeas no 2° 6,6 +0,1 32 6,5+0,1 30 6,0+0,1* 30
dia de vida
Fémeasno8° 151+03 32 15,9 +0,4 30 14,1 +0,3 30
dia de vida
Fémeasno14° 236+0,5 32 26,2 +0,8* 30 23,2+0,6 30
dia de vida
Fémeasno 20° 322+0,7 32 41,7 +1,0* 30 36,0+ 1,1* 30
dia de vida
Machos no 2° 6,8 +0,1 32 6,9 +0,1 32 6,58 + 0,2 32
dia de vida
Machos no 8° 15,7+0,3 32 16,4 + 0,4 32 15,3+0,3 32
dia de vida
Machos no 14° 246+0,5 32 26,8 +0,7* 32 247 +0,6 32
dia de vida
Machos no 20° 33,2+0,8 32 412+0,9* 30 36,2+ 1,0 32

dia de vida

- Os dados se referem a média * erro padrdao da média
* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de
teste de Tukey Kramer
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4.3. Experimento 3 - Efeitos da inje¢cdo do veneno bruto do escorpido Tityus
bahiensis sobre os parametros do desenvolvimento reflexolégico no periodo
pos-natal da prole de ratas tratadas no 10° ou no 16° dia de prenhez.

Na prole de maes tratadas no 10° dia gestacional ndo foram observadas
alteracdes na laténcia para a ocorréncia do reflexo de fémeas filhotes (tabela 4,
figura 4). Nos machos, observou-se diminuigdo da laténcia de ocorréncia da
preensdo palmar no 8° dia de vida (tabela 5, figura 4). No reflexo postural, ndo
foram observadas alterag¢des significantes em nenhum dos dias de observacéo
em fémeas filhotes (tabela 6, figura 5). Nos machos, observou-se uma
diminuicdo da laténcia para a ocorréncia desse reflexo no 4° dia de vida (tabela
7, figura 5). Nao foram observadas alteragbes nos outros dias de observacao.
No reflexo de geotaxia negativa, ndo foram observadas altera¢des significantes,
tanto em filhotes machos como em fémeas, em nenhum dos dias de
observacgéao, conforme verificado na tabela 8 e 9 e figura 6.

No desenvolvimento neurocomportamental da prole de maes tratadas no
16° dia gestacional foi observada uma diminui¢do da laténcia de ocorréncia do
reflexo de preensdo palmar em fémeas no 6° e no 8° dia de vida (tabela 4,
figura 4). Nos machos filhotes dessas mesmas maes foi observada uma
diminuicdo do tempo de ocorréncia do reflexo de preensao palmar no 8° dia de
vida, conforme verificado na tabela 5 e figura 4. Ndo foram observadas
alteracbes no outros dias de observacdo. No reflexo postural ndo foram
observadas alteragbes significantes, tanto em filhotes machos como em
fémeas, em nenhum dos dias de observagao, conforme verificado na tabela 6 e
7 e figura 5. No reflexo de geotaxia negativa houve aumento da laténcia para a
ocorréncia do reflexo em filhotes fémeas no 6° e no 12° dia de vida (tabela 8,
figura 6). Nos outros dias de observacdo das fémeas n&o houve alteracdes
significantes. Nos filhotes machos foi observado aumento do tempo de
ocorréncia do reflexo de geotaxia negativa no 6° e 12° dia de vida (tabela 9,

figura 6). Os outros dias de observac&o nao tiveram alteragdes significantes.
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Tabela 4 - Tempo de ocorréncia (em segundos) do reflexo de preensao palmar,
em filhotes fémeas, da prole de méaes tratadas no 10° ou 16° dia de prenhez
com veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis.

Dias de Controle n Veneno n Veneno n
observacao do 10° dia 16° dia
reflexo

4° dia de vida 1,2+0,1 31 1,3+0,2 30 1,0+0,1 34
6° dia de vida 20+0,3 31 1,7+0,2 31 1,2+0,1* 34

8° dia de vida 6,5+2,3 30 30+14 29 1,3+0,2* 32
- Os dados se referem a média * erro padrdo da média

* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de
teste de Tukey Kramer

Tabela 5- Tempo de ocorréncia (em segundos) do reflexo de preenséo palmar,
em filhotes machos, da prole de maes tratadas no 10° ou 16° dia de prenhez
com veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis.

Dias de Controle n Veneno n Veneno n
observagao do 10° dia 16° dia
reflexo

4° dia de vida 1,3+0,1 32 1,0+0,1 33 1,0+0,1 30
6° dia de vida 1,7+0,2 32 1,3+0,1 32 1,4+0,3 30

8° dia de vida 54+17 30 1,8 +0,4* 33 1,6 +0,3* 28
- Os dados se referem a média * erro padrdao da média

* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de
teste de Tukey Kramer
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Tabela 6 - Tempo de ocorréncia (em segundos) do reflexo postural, em filhotes
fémeas, da prole de mées tratadas no 10° ou 16° dia de prenhez com veneno
bruto do escorpido Tityus bahiensis.

Dias de Controle n Veneno n Veneno n
observagao do 10° dia 16° dia
reflexo

4° dia de vida 71+14 31 44+1,0 31 46+0,8 34
6° dia de vida 40+14 31 21+05 31 23+0,3 34
8° dia de vida 1,1+0,1 31 1,2+0,1 31 28+14 33

10° dia de vida 1,1+0,1 31 1,0+ 0,1 30 1,0+ 0,1 33

- Os dados se referem a média * erro padrdo da média
Teste ANOVA (p< 0,05) seguido de teste de Tukey Kramer

Tabela 7 - Tempo de ocorréncia (em segundos) do reflexo postural, em filhotes
machos, da prole de maes tratadas no 10° ou 16° dia de prenhez com veneno
bruto do escorpido Tityus bahiensis.

Dias de Controle n Veneno n Veneno n
observagao do 10° dia 16° dia
reflexo

4° dia de vida 57+1,1 32 2,7+0,3* 33 3,1+0,6 30
6° dia de vida 23+05 32 1,7+0,3 33 1,6 £0,2 30
8° dia de vida 1,3+0,1 31 1,2+0,1 32 1,0+0,1 29

10° dia de vida 1,0+0,1 32 0,9+0,1 32 1,0+ 0,1 28

- Os dados se referem a média * erro padrdao da média
* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de
teste de Tukey Kramer



g E controle
O Experimental 107 dia
DExperimentaI 167 dia
iy}
L
I
5 | L
I
o 4 -
E
]
o
o
E 24
z
. 4% dia de vida B°dia de vida 3% dia de vida 10° dia de vida !
7 [ controle
. ] I DExperimentaI 10° dia
__ DExperimentaI 167 dia
A
iy}
!
2
=
I "
1|
=
(:D 4
8 2-
=
z
. 1onnn e
1] |

42 dia de vida

F£° dia de vida 87 dia de vida 10° dia de vida

Figura 5 Tempo de ocorréncia, em segundos, do reflexo postural de

filhotes fémeas (A) & machos (B) da prole de mées tratadas no 10° ou

16 dia de prenhez com weneno bruto do escorpido Tihvus bahlensis.

05 dados se referem a media * erro padrao da madia.

* Significativamente diferente do controle (p<= 005) -Teste ANOWA

seguido de teste de Tukey Kramer.
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Tabela 8 - Tempo de ocorréncia (em segundos) do reflexo de geotaxia

negativa, em filhotes fémeas, da prole de mées tratadas no 10° ou 16° dia de

prenhez com veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis.

Dias de Controle n Veneno n Veneno n
observagao do 10° dia 16° dia
reflexo
6°diadevida 357+4,1 31 43,8 +4.4 30 51,0+44* 29
8° dia de vida 20,2+2,8 31 20,3+2,2 31 285+3,2 34
10° dia de vida 12,3+1,0 31 12,3+1,8 30 16,0 + 2,3 33
12° dia de vida 6,7+0,7 31 79+0,9 30 9,5+0,8" 32

- Os dados se referem a média * erro padrdo da média
* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de

teste de Tukey Kramer

Tabela 9 - Tempo de ocorréncia (em segundos) do reflexo de geotaxia

negativa, em filhotes machos, da prole de maes tratadas no 10° ou 16° dia de

prenhez com veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis.

Dias de Controle n Veneno n Veneno n
observagao do 10° dia 16° dia
reflexo
6° dia de vida 29,3+ 3,1 31 38,3+4,5 33 59,5+54* 27
8° dia de vida 18,4 +2,2 32 23,3+4,0 33 26,1+29 29
10° dia de vida 129+1,1 32 13,1+15 33 13,6 +1,3 29
12° dia de vida 6,2+0,5 32 6,7 +0,6 33 8,5+0,8" 29

- Os dados se referem a média * erro padrdo da média
* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de

teste de Tukey Kramer
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de teste de Tukey Kramer.
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4.4. Experimento 4 — Efeitos da inje¢do do veneno bruto do escorpido Tityus
bahiensis sobre a atividade geral e locomogéo na prole no periodo pés-natal e
na vida adulta, quando administrado no 10° ou no 16° dia de prenhez.

Nos filhotes de mées tratadas no 10° dia gestacional, a atividade geral
(tabela 10 e 11, figura 7) registrada pela caixa de atividade e a atividade
locomotora (tabela 12 e 13, figura 8) ndo sofreram alteragdes significantes,
tanto nos filhotes machos como nas fémeas. Nos animais avaliados na idade
adulta, aos 2 meses de vida, houve uma diminuigdo da atividade geral de
machos registrada pela caixa de atividade no dia de observagéo (tabela 14,
figura 9). Também foi observada uma diminui¢gdo da atividade locomotora dos
machos em relag&o ao grupo controle (tabela 15, figura 9). A atividade geral e a
locomogéo das fémeas, na idade adulta ndo sofreram alteragdes significantes,
conforme verificado nas tabelas 16 e 17 e figura 9.

Nos filhotes de maes tratadas no 16° dia de gestagao, verificou-se um
aumento da atividade de locomogao registrada pela caixa de atividade no 18°
dia de vida dos filhotes machos, como mostra a tabela 13 e figura 8. Na
atividade geral total, registrada pela caixa de atividade, observou-se um
aumento da atividade no 18° dia de vida dos filhotes machos (tabela 15, figura
7). As fémeas filhotes ndo apresentaram alteragdes significantes na atividade
geral (tabela 10, figura 7) e na locomogéo (tabela 12, figura 8) em nenhum dos
dias de observagcdo. Na idade adulta, tanto os machos como as fémeas
observadas n&o apresentaram alteragdes significantes em relagcdo ao grupo
controle, na atividade geral (tabela 14, figura 9) e na locomogao (tabela 15,
figura 9).

Os grupos de animais observados no periodo pds-natal e na idade adulta

nao sao compostos pelos mesmos individuos.
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Tabela 10- Registro da atividade geral na caixa de atividade (em unidades de
movimentac&o) observado em filhotes fémeas da prole de mées tratadas no 10°
ou 16° dia de prenhez com veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis.

Dias de Controle n Veneno n Veneno n
observagao 10° dia 16° dia
10° diadevida 156,3+13,6 31 162,2 £ 15,2 30 164,8 + 11,1 32
14° dia devida 271,5+28,1 31 314,2 £ 40,7 30 264,0 + 32,6 32
18°diadevida 400,9+423 31 485,8 + 49,0 30 370,8 £48,7 32
22°diadevida 568,0+46,8 31 571,3 £45,2 30 479,7 £ 47 1 32
- Os dados se referem a média * erro padrdo da média
Teste ANOVA (p> 0,05) seguido de teste de Tukey Kramer
Tabela 11- Registro da atividade geral na caixa de atividade (em unidades de
movimentac&o) observado em filhotes machos da prole de maes tratadas no
10° ou 16° dia de prenhez com veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis.
Dias de Controle n Veneno n n
observacao 10° dia Veneno
16° dia
10°diadevida 160,5+16,3 32 149,5+ 11,6 33 137,9+£12,2 29
14° diadevida 246,5+24,8 32 323,4 + 39,7 33 260,0 + 23,8 29
18°diadevida 337,2+444 28 430,5+ 32,9 33 517,8+56,7* 29
22°diadevida 638,7+423 29 745,5 + 66,9 33 741,4 + 57,2 29

- Os dados se referem a média * erro padrdo da média

* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de

teste de Tukey Kramer
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05 dados se referem a media + erro padrao da madia.

* Significativamente diferente do controle (p= 005) -Teste ANOWVA

sequido de teste de Tukey Kramer.
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Tabela 12 - Registro da atividade locomotora na caixa de atividade (em
unidades de movimentagédo) observado em filhotes fémeas da prole de maes
tratadas no 10° ou 16° dia de prenhez com veneno bruto do escorpido Tityus

bahiensis.
Dias de Controle n Veneno n Veneno n
observagao 10° dia 16° dia

10°diadevida 98,5+13,3 31 88,8+10,3 30 84,1+6,8 32
14° diadevida 149,8+18,7 31 1548+258 30 150,2 + 241 32
18°diadevida 220,8+21,8 21 322,6+36,0 30 235,0+ 35,4 32

22°diadevida 4084 +356 31 391,8+34,1 30 322,7 + 37,3 32

- Os dados se referem a média * erro padrdo da média
Teste ANOVA (p< 0,05) seguido de teste de Tukey Kramer

Tabela 13 - Registro da atividade locomotora na caixa de atividade (em
unidades de movimentagao) observado em filhotes machos da prole de maes
tratadas no 10° ou 16° dia de prenhez com veneno bruto do escorpido Tityus

bahiensis.
Dias de Controle n Veneno n Veneno n
observagao 10° dia 16° dia

10° diade vida 86,5+ 10,1 32 774+7,0 33 71,1+84 29
14°diadevida 139,1+17,3 32 155,6+27,5 33 156,1 + 17,4 29
18°diadevida 211,2+325 28 283,0+235 33 3539+435° 29

22°diadevida 4155+338 29 536,1+52,7 33 513,2 +45,0 29

- Os dados se referem a média * erro padrdo da média
* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de
teste de Tukey Kramer
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Figura B REegistro da atividade locomotora na caixa de atividade, em
unidades de movimentacao, observada em filhotes fémeas (A) e machos
(B) na prole de maes tratadas no 10% ou 16" dia de prenhez com veneno
bruto do escorpiao Tikvus bahiensis,

05 dados se referem a media * erro padrao da madia.

* Significativamente  diferente do controle (p= 005) -Teste ANOWVA

seguido de teste de Tukey Kramer.
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Tabela 14 - Registro da atividade geral na caixa de atividade (em unidades de
movimentac&o) observado em fémeas e machos na idade adulta, provenientes
da prole de maes tratadas no 10° ou 16° dia de prenhez com veneno bruto do
escorpiao Tityus bahiensis.

Atividade Controle n Veneno n Veneno n
Geral 10° dia 16° dia

Fémeas  613,1+34,0 14 5392+385 14 617,0 £ 47,7 14

Machos 542,6 +30,9 14 392,7+220° 14 499,2 + 40,6 14

- Os dados se referem a média * erro padrdo da média

* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de
teste de Tukey Kramer

Tabela 15 - Registro da atividade locomotora na caixa de atividade (em
unidades de movimentagao) observado em fémeas e machos na idade adulta,
provenientes da prole de méaes tratadas no 10° ou 16° dia de prenhez com

veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis.

Locomocgao Controle n Veneno n Veneno n
10° dia 16° dia

Fémeas 463,9+284 14 422,1 + 34,0 14 470,2 +40,8 14

Machos 381,9+258 14 287,9+182* 14 358,1 + 33,0 14

- Os dados se referem a média * erro padrdo da média

* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de
teste de Tukey Kramer
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Figura 9 Reqgistro da atividade geral na caixa de atividade, em unidades de
movimentacao, observada em filhotes fémeas adultas (A) e machos adultos (B)
e da atividade locomotora de filhotes fémeas adultas (Z) e machos adultos (D)
da prole de maes tratadas no 10° ou 16" dia de prenhez com weneno bruto do
escorpiao Tihvus bahiensis.

05 dados se referem a média + erro padrao da média.

* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOWVA seguido de
teste de Tukey Kramer.
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4.5. Experimento 5 — Efeitos da inje¢do do veneno bruto do escorpido Tityus
bahiensis sobre a natagéo forgada na idade adulta, quando administrado no 10°
ou no 16° dia de prenhez.

Nos animais provenientes de maes tratadas no 10° dia gestacional,
submetidos a natacdo forgcada na idade adulta, foi observado diminuicdo na
laténcia para as fémeas pararem de nadar, conforme verificado na tabela 16 e
figura 10. A imobilidade das fémeas néo teve alteragéo significante em relagéo
ao grupo controle (tabela 16, figura 10). Nos machos n&o foi observada
alteracao significante na laténcia para parar de nadar e na imobilidade desses
animais (tabela 17, figura 10).

Nos animais que tiveram as maes tratadas no 16° dia de gestagao
submetidos a natacdo forcada na idade adulta ndo houve alteracdes
significantes em nenhum dos parametros observados tanto em fémeas como

em machos (tabela 16 e 17, e figura 10).
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Tabela 16 - Tempo de ocorréncia (em segundos) de natagdo forgada em
filhotes fémeas na vida adulta, provenientes da prole de méaes tratadas no 10°
ou 16° dia de prenhez com veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis.

Natacao Controle n Veneno n Veneno n
Forcada 10° dia 16° dia
Parar de Nadar 444 +55 14 24,2 + 4 4* 14 27,1+57 14

Imobilidade  71,4+156 14 101,6 + 15,7 14 43,3 +8,3 14

- Os dados se referem a média * erro padrdo da média
* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de
teste de Tukey Kramer

Tabela 17 - Tempo de ocorréncia (em segundos) de natagdo forgada em
filhotes machos na vida adulta, provenientes da prole de maes tratadas no 10°
ou 16° dia de prenhez com veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis.

Natacao Controle n Veneno n Veneno n
Forcada 10° dia 16° dia
Parar de Nadar 40,2+9,0 14 442 + 111 14 25174 14

Imobilidade 57,0+ 10,3 14 53,8 +13,3 14 58,2 +10,7 14

- Os dados se referem a média * erro padrdo da média
Teste ANOVA (p< 0,05) seguido de teste de Tukey Kramer
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Figura 10: Tempo para parar de nadar, em segundos, de filhotes de filhotes
fémeas adultas (A) & machos adultos (B) & do tempo, em segundos, de
imobilidade de filhotes fémeas adultas (C) e machos adultos (D) da prole de

mdaes tratadas no 10° ou 16° dia de prenhez com veneno bruto do escorpido
Titvus bahlensis.
05 dados se referem a média + erro padrao da média.

* Significativamente diferente do controle {p< 0 .05) -Teste ANOYWA sequido de

teste de Tukey Kramer.
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4.6. Experimento 6 — Efeitos da inje¢do do veneno bruto do escorpido Tityus
bahiensis sobre o ambiente enriquecido na idade adulta, quando administrado
no 10° ou no 16° dia de prenhez.

Nos animais provenientes de maes tratadas no 10° dia de gestacéo
observados no ambiente enriquecido na idade adulta nao foi verificada
alteracao significante nas fémeas em nenhum dos parametros avaliados (tabela
18, figura 11). Nos machos desse grupo houve diminuicdo da atividade geral e
locomotora, registrada pela caixa de atividade e, n&o houve alteragdes
significantes na exploragéo, conforme a tabela 19 e figura 11.

Nos animais que tiveram as maes tratadas no 16° dia gestacional,
submetidos na vida adulta ao ambiente enriquecido, ndo houve alteracdes
significantes na atividade geral, na locomogéo e na exploragdo do ambiente das

fémeas (tabela 18, figura 11) e dos machos (tabela 19, figura 11).
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Tabela 18 - Registro da atividade geral e locomotora, em unidades de

movimentagdo, e da exploragdo, em segundos, no ambiente enriquecido na

caixa de atividade observado em filhotes fémeas na idade adulta, provenientes

da prole de maes tratadas no 10° ou 16° dia de prenhez com veneno bruto do

escorpiao Tityus bahiensis.

Ambiente Controle n Veneno n Veneno n
Enriquecido 10° dia 16° dia
Atividade Geral 753,7 +65,8 14 628,7 £ 62,3 14 676,2 £ 53,3 14
Locomogédo  588,8+56,5 14 466,7 £ 49,0 14 509,8 £ 44,9 14
Exploragao 88,3+84 14 104,4 + 13,8 14 75,6 £8,5 14
- Os dados se referem a média * erro padrdo da média
Teste ANOVA (p< 0,05) seguido de teste de Tukey Kramer
Tabela 19 - Registro da atividade geral e locomotora, em unidades de
movimentagdo, e da exploragdo, em segundos, no ambiente enriquecido na
caixa de atividade observado em filhotes machos na idade adulta, provenientes
da prole de maes tratadas no 10° ou 16° dia de prenhez com veneno bruto do
escorpiao Tityus bahiensis.
Ambiente Controle n Veneno n Veneno n
Enriquecido 10° dia 16° dia
Atividade Geral 656,7+52,5 14 4882+36,8* 14  5702+41,0 14
Locomogdo  498,7 +45,7 14  360,5+32,7 14 409,1 £ 35,0 14
Exploragao 92,1+8,0 14 92,2+10,9 14 76,2 £ 8,2 14

- Os dados se referem a média * erro padrdo da média

* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de

teste de Tukey Kramer
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Figura 11 Feqgistro da atividade geral, em unidades de movimentagao, observada em
filhotes fémeas adultas (A) e machos adultos (B), da atividade locomotara |, em unidades
de movimentacao, de filhotes fémeas adultas (C) e machos adultos (O) e da atividade
exploratdria, em segundos, de filhotes fémeas adultas (E) e machos adultos (F) no
amhiente enriquecido, da prole de maes tratadas no 10° ou 16° dia de prenhez com
venenno bruto do escorpido Tifvus bahiensis.

Oz dados se referem a media + erro padrao da media.

* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de teste de

Tukey Kramer.
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4.7. Experimento 7 — Efeitos da inje¢do do veneno bruto do escorpido Tityus
bahiensis sobre a interacdo social na idade adulta, quando administrado no 10°
ou no 16° dia de prenhez.

Nos animais que tiveram as maes tratadas no 10° dia de prenhez,
submetidos a interacdo social na idade adulta, ndo houve nenhuma alteracao
significante em fémeas e em machos no tempo de ocorréncia do teste, em
relagdo ao grupo controle conforme verificado na tabela 20 e figura 12.

Nos animas provenientes de mées tratadas no 16° dia de gestacao,
submetidos a interagcdo social, houve diminuicdo do tempo de ocorréncia de
interagao social em fémeas (tabela 20, figura 12). Os machos ndo mostraram
nenhuma alteragéo significante, em relagdo ao grupo controle (tabela 20, figura
12).

Tabela 20 - Tempo de ocorréncia (em segundos) da interag&o social de filhotes
fémeas e machos na vida adulta, provenientes da prole de maes tratadas no
10° ou 16° dia de prenhez com veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis.

Interagao Controle n Veneno n Veneno n
Social 10° dia 16° dia

Fémeas 71,1+37 12 58,6 + 4,9 12 46,0 + 3,6* 12

Machos 605+7,2 14 543+4)5 14 57,2+4,0 14

- Os dados se referem a média * erro padrdo da média
* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de
teste de Tukey Kramer
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Figura12 Tempo de ocorréncia, em sequndos, da interacio social de
filhotes fémeas adultas (A) & machos adultos (B) da prole de mées
tratadas no 10° ou 167 dia de prenhez com weneno bruto do escorpiao
Titvus bahlansis.

05 dados se referem a média * erro padrao da madia.

* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOWVA

seguido de teste de Tukey Kramer.
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4.8. Experimento 8 — Efeitos da inje¢do do veneno bruto do escorpido Tityus
bahiensis sobre a esquiva discriminativa em labirinto em cruz elevado na idade

adulta, quando administrado no 10° ou no 16° dia de prenhez.

Na sessado de treinamento, as fémeas que tiveram as maes tratadas no

10° dia de gestagdo ndo apresentaram alteragbes no numero de entradas nos
bracos do labirinto em cruz (tabela 21, figuras 13, 14, 15), no tempo de
permanéncia nos bragos (tabela 25, figuras 16, 17, 18) e no numero de neck
in’s (tabela 29, figuras 19, 20, 21). Os machos apresentaram aumento do
numero de entradas no brago ndo-aversivo (tabela 22, figura 14). O tempo de
permanéncia nos bragos (tabela 26, figuras 16, 17, 18) e o numero de neck in’s
(tabela 30, figuras 19, 20, 21) nao foram alterados.

Na sessao de teste as fémeas também nado apresentaram alteragdes no

numero de entradas nos bracos do labirinto em cruz (tabela 23, figuras 13, 14,
15), no tempo de permanéncia nos bragos (tabela 27, figuras 16, 17, 18) e no
numero de neck in’s (tabela 31, figuras 19, 20, 21). Os machos apresentaram
aumento do numero de entradas no brago aberto (tabela 24, figura 13),
aumento do tempo de permanéncia nos bragos abertos (tabela 28 e figura 16) e
diminuicdo no tempo de permanéncia no brago n&o-aversivo (tabela 28, figura
17) e n&o houve alteragées no numero de neck in’s (tabela 32, figuras 19, 20,
21) nos bragos do labirinto em cruz.

Na prole de maes tratadas no 16° dia gestacional, na sessdo de
treinamento, n&o houve alteragdes no numero de entradas nos bragos (tabela
21, figuras 13, 14, 15), tempo de permanéncia nos bragos (tabela 25, figuras 16,
17, 18) e no numero de neck in’s (tabela 29, figuras 19, 20, 21) nos bragos, nas
fémeas. Em machos, houve aumento do tempo de permanéncia no braco
aberto (tabela 26 e figura 16) e diminuigdo do tempo de permanéncia no brago-
ndo aversivo (tabela 26, figura 17). O numero de entradas nos bragos (tabela
22, figuras 13, 14, 15) e o numero de neck in’s (tabela 30, figuras 19, 20, 21)

nao foram alterados.
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Na sessdo de teste, as fémeas, ndo apresentaram alteragdo no numero

de entradas nos bracgos (tabela 23, figura 13, 14, 15), no tempo de permanéncia
nos bragos (tabela 27, figuras 16, 17, 18) e no numero de neck in’s nos bragos
(tabela 31, figuras 19, 20, 21). Os machos apresentaram aumento no tempo de
permanéncia no brago aberto (tabela 28, figura 16). O numero de entradas nos
bracos (tabela 24, figuras 13, 14, 15) e o numero de neck in’s (tabela 32, figuras
19, 20, 21) ndo foram alterados.
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Tabela 21 — Numero de entradas nos bragos aversivo, ndo-aversivo e abertos

na esquiva discriminativa em labirinto em cruz, na sessdo de treinamento, em

fémeas na vida adulta, provenientes da prole de maes tratadas no 10° ou 16°

dia de prenhez com veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis.

Braco do labirinto  Controle n Veneno n Veneno n
em cruz 10° dia 16° dia
Brago aversivo 8,2+1,0 12 8,8+0,8 12 8,8+1,1 12
Braco nao-aversivo 8,7+11 12 10,1 +£0,8 12 9,5+0,8 12
Bracos abertos 95+21 12 10,0 £ 1,7 12 98+17 12

- Os dados se referem a média * erro padrdo da média
Teste ANOVA (p< 0,05) seguido de teste de Tukey Kramer

Tabela 22 — Numero de entradas nos bragos aversivo, ndo-aversivo e abertos

na esquiva discriminativa em labirinto em cruz, na sessdo de treinamento, em

machos na vida adulta, provenientes da prole de maes tratadas no 10° ou 16°

dia de prenhez com veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis.

Braco do labirinto  Controle n Veneno n Veneno n
em cruz 10° dia 16° dia
Brago aversivo 6,8+1,0 12 79+1,2 12 59+0,7 12
Braco ndo-aversivo 6,1+0,8 12 9,3+1,0" 12 6,5+0,9 12
Bracos abertos 56+11 12 10,3+1,9 12 6,5+0,9 12

- Os dados se referem a média * erro padrdo da média

* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de

teste de Tukey Kramer
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Tabela 23 — Numero de entradas nos bragos aversivo, ndo-aversivo e abertos

na esquiva discriminativa em labirinto em cruz, na sesséo de teste, em fémeas

na vida adulta, provenientes da prole de méaes tratadas no 10° ou 16° dia de

prenhez com veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis.

Braco do labirinto  Controle n Veneno n Veneno n
em cruz 10° dia 16° dia
Braco aversivo 3,7+0,6 12 46+0,5 12 3,7+0,5 12
Braco ndo-aversivo 3,5+0,6 12 48+0,5 12 3,6+0,5 12
Bracos abertos 3,5+0,9 12 43+0,9 12 3,4+0,6 12

- Os dados se referem a média * erro padrdo da média
Teste ANOVA (p< 0,05) seguido de teste de Tukey Kramer

Tabela 24 — Numero de entradas nos bragos aversivo, ndo-aversivo e abertos

na esquiva discriminativa em labirinto em cruz, na sesséo de teste, em machos

na vida adulta, provenientes da prole de méaes tratadas no 10° ou 16° dia de

prenhez com veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis.

Braco do labirinto  Controle n Veneno n Veneno n
em cruz 10° dia 16° dia
Brago aversivo 3,2+20,4 12 45+0,3 12 28104 12
Braco ndo-aversivo 2,8+0,4 12 3,8+0,3 12 3,2+0,3 12
Bracos abertos 1,2+0,5 12 45 +1,0* 12 3,6+0,7 12

- Os dados se referem a média * erro padrdao da média

* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de

teste de Tukey Kramer
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Figura 13 Mumero de entradas, nos Braco abertos do Labirinto em Cruz
Elevado de filhotes de filhotes fémeas adultas (A) e machos adultos (B) na
5255480 de treinamento, & do nimero de entradas nos bracos abertos do

Lahirinto em Cruz Elevado, na sesséo de teste, de filhotes fémeas adultas

(C) e machos adultos (D) da prole de maes tratadas no 107 ou 16° dia de

prenhez com wveneno bruto do escorpido Nihvus bahlensis.
05 dados se referem a media £ erro padrao da media.
* Significativamente diferente do controle (p< 0 05) -Teste ANOVA sequido

de teste de Tukey Kramer.
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Figura 14 Mumero de entradas, no Braco ndo-aversivo do Labirinto em Cruz
Elevado de filhotes de filhotes fémeas adultas (A) e machos adultos (B) na
525540 de treinamento, e do numero de entradas no brago nao-aversivo do
Labirinto em Cruz Elevado, na sessao de teste, de filhotes fémeas adultas

(C) & machos adultos (D) da prole de mées tratadas no 10° ou 16" dia de

prenhez com weneno bruto do escorpido Mhus bahignsis.
0s dados se referem a media + erro padrao da media.

* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOWVA sequido

de teste de Tukey Kramer.
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Figura 156: Mimero de entradas, no Braco aversivo do Labirinto em Cruz
Elevado de filhotes de filhotes fémeas adultas (A) e machos adultos (B) na
ses5i0 de treinamento, e do numero de entradas no Braco aversivo do
Labirinto em Cruz Elevado, na sessao de teste, de filhotes fémeas adultas

(C) & machos adultos (D) da prole de méaes tratadas no 10" ou 16° dia de

prenhez com veneno bruto do escorpiao Tivus bahighsis.
05 dados se referem a média + erro padrao da média.

* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seqguido

de teste de Tukey Kramer.
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Tabela 25 - Tempo de permanéncia (em segundos) nos bragos aversivo, ndo-
aversivo e abertos na esquiva discriminativa em labirinto em cruz, na sesséo de
treinamento, em fémeas na vida adulta, provenientes da prole de maes tratadas

no 10° ou 16° dia de prenhez com veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis.

Braco do labirinto  Controle n Veneno n Veneno n
em cruz 10° dia 16° dia

Braco aversivo 55,7+£12,0 12 440+54 12 45,0+6,0 12
Braco ndo-aversivo 354,5+46,1 12 362,8+37,8 12 341,8+37,3 12

Bracos abertos 133,4+289 12 1132+271 12 1185+23,9 12

- Os dados se referem a média * erro padrdo da média
Teste ANOVA (p< 0,05) seguido de teste de Tukey Kramer

Tabela 26 - Tempo de permanéncia (em segundos) nos bragos aversivo, nédo-
aversivo e abertos na esquiva discriminativa em labirinto em cruz, na sessao de
treinamento, em machos na vida adulta, provenientes da prole de maes

tratadas no 10° ou 16° dia de prenhez com veneno bruto do escorpido Tityus

bahiensis.
Braco do labirinto  Controle n Veneno n Veneno n
em cruz 10° dia 16° dia

Braco aversivo 53,3+9,8 12 49,8 +12.1 12 27,4 +41 12
Braco ndo-aversivo 409,9+34,6 12 253,6+47,5 12 228,2+521* 12

Bracos abertos 739+180 12 181,0x+36,7 12 2283 +48,6" 12

- Os dados se referem a média * erro padrdo da média
* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de
teste de Tukey Kramer
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Tabela 27 - Tempo de permanéncia (em segundos) nos bragos aversivo, ndo-
aversivo e abertos na esquiva discriminativa em labirinto em cruz, na sesséo de
teste, em fémeas na vida adulta, provenientes da prole de maes tratadas no 10°
ou 16° dia de prenhez com veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis.

Braco do labirinto  Controle n Veneno n Veneno n
em cruz 10° dia 16° dia

Brago aversivo 57,5+125 12 54,6 +6,8 12 446 +91 12
Brago ndo-aversivo 76,6 +12,1 12 74,0+10,6 12 87,1+148 12

Bracos abertos 21.1+£65 12 29,6 £6,9 12 219538 12

- Os dados se referem a média * erro padrdo da média
Teste ANOVA (p< 0,05) seguido de teste de Tukey Kramer

Tabela 28 - Tempo de permanéncia (em segundos) nos bragos aversivo, ndo-
aversivo e abertos na esquiva discriminativa em labirinto em cruz, na sesséo de
teste, em machos na vida adulta, provenientes da prole de maes tratadas no

10° ou 16° dia de prenhez com veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis.

Braco do labirinto  Controle n Veneno n Veneno n
em cruz 10° dia 16° dia

Braco aversivo 48,7 +11,8 12 64,7 £8,7 12 39,1+6,1 12
Braco ndo-aversivo 97,0+14,7 12 45,0 + 4,9* 12 729+114 12

Bracos abertos 75+24 12 31,7 £ 8,0F 12 28,7+7,0" 12

- Os dados se referem a média * erro padrdo da média
* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de
teste de Tukey Kramer
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Figura 16. Tempo de permanéncia, em segundos, nos bragos aberto do
Labirinto erm Cruz Elevado de filhotes de filhotes fémeas adultas (A) e machos
adultos (B) na sesséo de treinamento, e do tempo de permanéncia, em
segundos, nos bracos abertos do Labirinto em Cruz Elevado, na sesséao de

teste, de filhotes fémeas adultas (C) & machos adultos (D) da prole de maes
tratadas no 10° ou 16° dia de prenhez com wveneno bruto do escorpido Tikus

hahignsis.
05 dados se referem a media + erro padrdo da media.

* Significativamente diferente do controle (p< 0 .05) -Teste ANOYA sequido de

teste de Tukey Kramer.
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Figura 17 Tempo de permanéncia, em segundos, no Brago ndo-aversivo
do Labirinto em Cruz Elevado de filhotes de filhotes fémeas adultas (A) e
machos adultos (B) na sessédo de treinamento, & do tempo de
permanéncia, em segundos, no bragos ndo-aversivo do Labirinto em Cruz
Elevado, na sessdo de teste, de filhotes fémeas adultas (C) & machos

adultos () da prole de mées tratadas no 10° ou 16° dia de prenhez com

yweneno bruto do escorpiao Tilvus bahlensis.
05 dados se referem a media £ erro padrao da media.

* Significativamente diferente do controle (p< 0 05) -Teste ANOVA sequido

de teste de Tukey Kramer.
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Figura 18 Tempo de permanéncia, em segundos, no Brago aversivo do
Labirinto em Cruz Elevado de filhotes de filhotes fémeas adultas (A) e machos
adultos (B) na sesséo de treinamento, e do tempo de permanéncia, em
sequndos, no braco aversivo do Labirinto em Cruz Elevado, na sessao de

teste, de filhotes fémeas adultas (C) & machos adultos (D) da prole de maes

tratadas no 10° ou 16° dia de prenhez com weneno bruto do escorpido Tikus
hahignsis.
05 dados se referem a media £ erro padrao da media.

* Significativamente diferente do controle (p< 0.05) -Teste ANOYA sequido de

teste de Tukey Kramer.
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Tabela 29 — Numero de neck in’'s nos bracos aversivo, ndo-aversivo e abertos

na esquiva discriminativa em labirinto em cruz, na sessdo de treinamento, em

fémeas na vida adulta, provenientes da prole de maes tratadas no 10° ou 16°

dia de prenhez com veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis.

Braco do labirinto  Controle n Veneno n Veneno n
em cruz 10° dia 16° dia
Brago aversivo 25205 12 22104 12 2607 12
Braco nao-aversivo 1,0£0,3 12 0,6+04 12 0,3+0,2 12
Bracos abertos 52+0,7 12 3,6+0,6 12 42+0,8 12

- Os dados se referem a média * erro padrdo da média
Teste ANOVA (p< 0,05) seguido de teste de Tukey Kramer

Tabela 30 — Numero de neck in’'s nos bracos aversivo, ndo-aversivo e abertos

na esquiva discriminativa em labirinto em cruz, na sessdo de treinamento, em

machos na vida adulta, provenientes da prole de maes tratadas no 10° ou 16°

dia de prenhez com veneno bruto do escorpiao Tityus bahiensis.

Braco do labirinto  Controle n Veneno n Veneno n
em cruz 10° dia 16° dia
Braco aversivo 24+0,6 12 3,3+0,8 12 29+0,6 12
Braco ndo-aversivo 0,9+0,4 12 1,5+£04 12 0,7+0,3 12
Bracos abertos 41+0,7 12 49+0,6 12 3,3+0,7 12

- Os dados se referem a média * erro padrdo da média
Teste ANOVA (p< 0,05) seguido de teste de Tukey Kramer
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Tabela 31 — Numero de neck in’'s nos bracos aversivo, ndo-aversivo e abertos

na esquiva discriminativa em labirinto em cruz, na sesséo de teste, em fémeas

na vida adulta, provenientes da prole de méaes tratadas no 10° ou 16° dia de

prenhez com veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis.

Braco do labirinto  Controle n Veneno n Veneno n
em cruz 10° dia 16° dia
Brago aversivo 0,7+0,2 12 0,4+0,3 12 0,7+0,2 12
Braco ndo-aversivo 0,6 £ 0,2 12 0,4+0,2 12 0,6+0,2 12
Bracos abertos 26+05 12 20+0,3 12 1,7+0,3 12

- Os dados se referem a média * erro padrdo da média
Teste ANOVA (p< 0,05) seguido de teste de Tukey Kramer

Tabela 32 — Numero de neck in’s nos bracos aversivo, ndo-aversivo e abertos

na esquiva discriminativa em labirinto em cruz, na sesséo de teste, em machos

na vida adulta, provenientes da prole de méaes tratadas no 10° ou 16° dia de

prenhez com veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis.

Braco do labirinto  Controle n Veneno n Veneno n
em cruz 10° dia 16° dia
Braco aversivo 0,3+0,1 12 09+04 12 0,6+0,2 12
Braco ndo-aversivo 0,7 £0,3 12 0,4+0,2 12 0,9+0,2 12
Bracos abertos 2,8+0,7 12 24+0,6 12 1,704 12

- Os dados se referem a média * erro padrdao da média

* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de

teste de Tukey Kramer



n" de neck'sin

82

] ' 1
A 5_- T
“ R |1
3 3 2
T [k}
o 3 - ] = = -
tj . — | E e . —
T N S I 5 %
Py = - =
o 1 o
T I 1 T B
0 0 :
3,51

—

P

exp 16° dia
exp 167 dia

contraole

3,0
2,51 1,3
2,0
5 1,6
1,01 :
0,3
0,51 c D
0,0 ' ;

0,4

Evp 00—

Figura 19 MNamero de neck’s In nos bracos abertos do Labirinto em Cruz
Elevado de filhotes de filhotes fémeas adultas (A) e machos adultos (B) na
sesséo de treinamento, e do ndmero de neck’s In nos bragos abertos do
Labirinto em Cruz Elevado, na sesséo de teste, de filhotes fémeas adultas

(C) e machos adultos (D) da prole de maes tratadas no 10° ou 16° dia de

prenhez com weneno bruto do escorpido Nibvus bahlansis.
05 dados se referem a media + erro padréo da media.
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Figura 20: MNumero de neck’s in no brago ndo-aversivo do Labirinto em Cruz
Elevado de filhotes de filhotes fémeas adultas (A) e machos adultos (B) na
sesséo de treinamento, e do ndmero de reck’s in no braco n&ao-aversivo do
Labirinto em Cruz Elevado, na sess&o de teste, de filhotes fémeas adultas

(C) & machos adultos (D) da prole de maes tratadas no 10° ou 167 dia de

prenhez com weneno bruto do escorpido Tihvus bahiensis,
0s dados se referem a media + erro padrao da media.
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Figura 21: Mumero de neck’s in no braco aversivo do Labirinto em Cruz
Elevado de filhotes de filhotes fémeas adultas (A) e machos adultos (B) na
sessédo de treinamento, e do ndmero de neck’s in no braco aversivo do
Labirinto em Cruz Elevado, na sesséo de teste, de filhotes fémeas adultas

(C) e machos adultos (D) da prole de mées tratadas no 10° ou 16° dia de

prenhez com wveneno bruto do escorpido Nihvus bahlansis.
05 dados se referem a media + erro padrio da media.
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Experimento 9 - Efeitos da injecdo do veneno bruto do escorpido Tityus
bahiensis sobre a integridade neuronal de filhotes de ratas tratadas no 10° ou
no 16° dia de prenhez.

Na observacéao direta da area hipocampal de CA1 e CA3 realizada em
filhotes com dois dias de vida (dados n&o ilustrados) e na contagem celular em
filhotes com sete dias de vida (tabela 33; figura 22), ndo foram observadas
alteracdes da integridade neuronal em ambos os grupos experimentais quando
comparadas as areas hipocampais dos animais do grupo controle.

Na contagem celular feita nas areas hipocampais de filhotes adultos,
provenientes de maes tratadas com o veneno no 10°dia gestacional, foi
observada perda neuronal significante nas areas de CA1 e CAS3 (tabela 34;
figura 23). A area de CA4 apresentou ligeira diminuicdo do numero de
neurdnios, mas esta nado foi significante (tabela 34; figura 23).

As areas hipocampais CA1, CA3 e CA4, de filhotes adultos provenientes
de maes tratadas com o veneno no 16° dia de gestagcdo, ndo apresentaram
alteragdes significantes na contagem celular (tabela 34; figura 23).
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Tabela 33 — Contagem celular nas areas hipocampais CA1 e CA3 de filhotes
com sete dias de vida, provenientes da prole de maes tratadas no 10° ou 16°

dia de gestagdo com veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis.

Hipocampo Controle n Veneno 10° dia n Veneno16°dia n
CA 1 290 £ 10,4 3 291,3+8,9 3 2996 £5,0 3
CA3 165,3+£9,9 3 167,0 £ 10,1 3 162,3 + 3,2 3

- Os dados se referem a média * erro padrdo da média
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Figura 22: Contagem celular nas areas hipocampais CAle CA3 de
filhotes com 7 dias de vida, provenientes da prole de mées tratadas no
107 ou 16 dia de gestacdo com weneno bruto do escorpido Tihvus
hahignsis.

05 dados se referem a media + erro padrio da media.
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Tabela 34 — Contagem celular nas areas hipocampais CA1, CA3 e CA4 de
filhotes adultos, provenientes da prole de mées tratadas no 10° ou 16° dia de

gestacdo com veneno bruto do escorpiao Tityus bahiensis.

Hipocampo Controle n Veneno 10° dia n Veneno 16° dia
CA1 129,7 +£1,0 5 121,0 £ 2,5* 5 123,5+1,6
CA3 73,4 +1,1 5 64,7 + 1,6* 5 71,8+1,5
CA4 83,6 +2,5 5 775+23 5 79,725

- Os dados se referem a média * erro padrdo da média
* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de
teste de Tukey Kramer
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Figura 23: Contagem celular nas areas hipocampais CA1, CA3 e CAL de
filhotes adultos, provenientes da prole de mées tratadas no 10° ou 16° dia
de gestacdo com veneno bruto do escorpiao Titvus bahlensis.

05 dados se referem a média * erro padrao da média.

* Significativamente diferente do controle {p< 0,05) -Teste AMOWVA

sequido de teste de Tukey Kramer.
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5. DISCUSSAO

O escorpionismo é um problema de saude publica no Brasil (Machado et
al., 2000), pois esses animais se adaptam a ambientes urbanos onde
encontram seu alimento facilmente. A importancia dos acidentes com os
escorpides esta na frequéncia em que ocorrem e em sua gravidade. Ainda
assim, sao raros estudos a respeito do veneno de escorpides brasileiros
quando ocorre algum acidente com maes gravidas, causando alteragcbes
maternas e nos filhotes (Bardo, 2006; Cruttenden et al., 2007).

Em outros paises, alguns estudos com o escorpido Androctonus
amoreuxi indicam anomalias congénitas e reabsorgédo fetal quando inoculado
em ratas prenhes em varias doses (Ismail et al., 1983). Outros estudos com
escorpides como o Buthus minax e o Leiurus quinquestriatus mostram a
capacidade que o veneno tem de induzir o aborto em mulheres gravidas
(Osman et al.,, 1972; Ismail et al., 1973, 1974). Em nossos laboratérios foi
demonstrado que o veneno do Tityus serrulatus, em doses que levam a um
envenenamento leve de ratas prenhes, administrado em diferentes fases da
gestacdo, causa alteragdes nos conceptos (Cruttenden et al., 2007) e na prole
(Barao, 2006).

Em vista disso, € importante haver estudos nesta area, ja que existem
poucos dados na literatura sobre a exposi¢cao pré-natal ao veneno do escorpiao
causando danos pés-natais. Com isso, poderiamos ter dados cientificos para
auxiliar na conduta médica, em casos clinicos com gestantes que sofressem
algum acidente escorpidnico.

O agente utilizado nos estudos de efeitos perinatais deve ser
administrado em doses com as quais nao sejam observados efeitos toxicos na
mae ou no concepto. A administracdo de doses que levam ao aparecimento de
sintomas acentuados de intoxicacdo nao permite concluir se as alteracdes

apresentadas pelos filhotes seriam devidas a acdo embriofetotoxica da



&9

substancia em estudo ou as alteragdes na homeostase materna causadas pela
intoxicagdo, o que viria a comprometer as trocas materno/fetais (Lemonica,
1996). Neste trabalho a dose utilizada de 2,5 mg/kg do veneno do Tityus
bahiensis, causa alteragdes sistémicas apds a inje¢cdo, sem levar a morte
materna.

Com esta dose, a maioria dos animais testados apresentou secrecao
pelo nariz e olhos, dor local, taquicardia, aumento da frequéncia respiratoria,
falta de ar e rigidez muscular nas patas, principalmente nas traseiras, além de
ficarem lambendo o local da inje¢cdo. Estes sinais e sintomas sdo compativeis
com um envenenamento moderado. Os animais apresentam estes sintomas de
5 minutos a 10 minutos apos a injegdo. Apds esse tempo, o comportamento
volta ao normal. A via de administracdo do veneno escolhida simula aquela que
ocorre em acidentes domésticos.

Os dias de injecdo foram determinados para assim serem comparados
com estudos prévios realizados em nosso laboratério com o veneno do Tityus
serrulatus. Esses dias sdo baseados no periodo de desenvolvimento do rato,
segundo Manson e Kang (1989). O 10° dia esta no periodo de organogénese,
onde ocorre grande proliferacédo celular e formagdo de 6rgéos rudimentares, é
um periodo critico para a formagdo de varios 6rgados como olhos, palato,
sistema urogenital e cérebro. O 16° dia pertence ao periodo de
desenvolvimento fetal ocorrendo principalmente a diferenciacdo e maturagao
cerebral.

Nossos dados experimentais mostraram que tanto as maes que
receberam injecdo de veneno no 10° dia quanto e as maes que o receberam no
16° dia gestacional ndo apresentaram alteragdes significantes de peso em
nenhum dos periodos analisados. Um dos sinais mais evidentes de toxicidade
materna é a alteragcdo no ganho de peso, expresso por redugdo no mesmo em
relagdo ao grupo controle (Goulart, 1999). Portanto, o veneno n&o causou

toxicidade materna na dose administrada.
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Em relagdo aos parédmetros fisicos dos filhotes, na prole de méaes
tratadas no 10° dia gestacional houve aumento de peso de filhotes machos e
fémeas nos 14° e 20° dias de vida. Na prole de maes injetadas no 16° dia houve
diminuicao do peso das fémeas filhotes no 2° dia de vida e aumento no 20° dia
de vida, nos machos n&o foram encontradas alteragdes significantes em relagao
ao peso.

Efeitos pods-natais mediados diretamente via leite ou indiretamente
através da negligéncia materna no cuidado com as ninhadas ou alteragdes no
comportamento da mae podem produzir alteragdes no desenvolvimento fisico
da prole (Smart e Dobbing, 1971). Além disso, qualquer tratamento
experimental materno pode levar a efeitos pré-natais diretamente no feto,
através da transferéncia placentaria, ou indiretamente por intervir na funcéo da
placenta. Geralmente, estas interferéncias se expressam por uma redugcido no
peso corporal da ninhada. Nao ha na literatura dados que relacionem o
aumento de peso com substancias toxicas administradas durante a prenhez.

Estudos anteriores em nosso laboratério mostraram que as proles de
animais que receberam uma dose semelhante do veneno do escorpido Tityus
serrulatus no 10° dia gestacional apresentaram aumento no peso de filhotes
recém nascidos e de seus pulmdes (Cruttenden et al., 2007). Isso pode sugerir
que o aumento do peso dos filhotes pode estar relacionado com o aumento do
peso de 6rgaos, como pulméo e figado, mas somente estudos mais especificos
poderiam comprovar esse fato.

Ainda em relacdo aos parametros fisicos dos filhotes de nosso trabalho,
a prole de maes tratadas com o veneno no 10° dia gestacional apresentou
adiantamento do desdobramento das orelhas e da erupgédo dos dentes, assim
como a prole de maes tratadas no 16° dia que, além disso, apresentaram
atraso da abertura dos olhos.

Na literatura, ndo ha estudos mostrando exatamente qual € o significado
de cada uma dessas alteragbes de desenvolvimento fisico que foram

observadas nesse trabalho. As alteracbes nos parametros fisicos como:
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abertura dos olhos, erupgao dos dentes incisivos, desdobramento das orelhas e
abertura do orificio do ouvido tém sido explicadas, na literatura, através da
interferéncia com os fatores de crescimento. Esses fatores sdo polipeptideos e
suas agdes estdo envolvidas com diferentes processos fisioldgicos tais como
crescimento, reparagao, diferenciacdo e desenvolvimento de populagdes
especificas de células recebendo, em geral, o nome de acordo com sua
atividade especifica. Varios desses fatores (Gerlon e Cueto, 2001) e citocinas
(Torchinsky e Toder, 2004) relacionados ao desenvolvimento do embrido ja
foram identificados e caracterizados nestes ultimos anos.

Para haver uma gestacdo bem sucedida é necessario um balango
intrauterino de citocinas. Estudos mostram que o estresse embrionario modula
a expressdo de um grande numero de citocinas, entre elas estdo o fator de
necrose tumoral alfa (TNF alfa), o fator de crescimento transformante beta (TGF
beta) e as interleucinas 1 (IL-1) que operam no meio intrauterino e no embrido
(Torchinsky e Toder, 2004). Independente de sua natureza, os estresses
embrionarios perturbam primeiro o processo apoptdético, levando a um aumento
da taxa de mortalidade de populagcbdes de células alvo. Ao mesmo tempo, o
embrido tem uma surpreendente habilidade para compensar a morte celular
excessiva. Com isso, esse estresse pode resultar ou ndo em perda gestacional
ou mau desenvolvimento fetal (Torchinsky e Toder, 2004).

O fator de crescimento transformante beta (TGF beta) pertence a uma
grande familia com papel importante no crescimento de muitos 6rgéaos e
sistemas (Abreu et al., 2002). Suas principais fun¢des estdo relacionadas ao
controle do ciclo celular, diferenciagdo, regulacdo do desenvolvimento,
formagdo de matriz extracelular e angiogénese (Bottner et al., 2000). Outros
membros dessa superfamilia do TGF beta estdo envolvidos no desenvolvimento
do sistema nervoso (Mehler et al., 1998). Uma isoforma desse fator em
sinergismo com o fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF) pode ter
como consequéncia efeitos no controle ou descontrole da proliferacdo e/ou
diferenciagao celular (Abreu et al., 2002). Algumas citocinas como as da familia
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TNF também tem papel importante no desenvolvimento do embriao (Pfeffer,
2003).

Uma outra familia de fatores de crescimento, os fatores de crescimento
de fibroblastos (FGF) s&o responsaveis por mediar varias respostas celulares
durante o periodo de desenvolvimento do embrido. Desempenham um papel
critico na morfogénese pela regulagao da proliferagao, diferenciagdo e migragao
celular. Um membro dessa familia, o FGF-2, tem efeitos em varios tecidos
como ceérebro, promovendo diferenciagdo e sobrevivéncia neuronal; musculos,
promovendo a miogénese; ossos atuando no condrogénese e pele, fazendo
reparos teciduais (Bikfalvi et al., 2005).

Os fatores de crescimento epidérmicos (EGF) sao parte de uma
complexa rede de fatores de crescimento e receptores que juntos ajudam a
modular o crescimento celular (Goodsell, 2003). Alguns membros da familia dos
EGF tém multiplos efeitos no desenvolvimento embrionario (Gerton e Cueto,
2001) e de filhotes (Smart et al., 1989). Esse fator foi isolado primeiramente de
glandulas submaxilares de camundongos adultos. Certas fracdes do extrato da
glandula submaxilar, quando injetados diariamente em camundongos recém-
nascidos, produzem abertura precoce dos olhos e adiantamento na erupcgao
dos dentes incisivos. Essas alteragcbes morfolégicas foram interpretadas como
resultados do crescimento e queratinizacdo do tecido epidérmico. Quantidades
consideraveis de EGF foram detectadas no leite de camundongos maes que
receberam EGF por via oral, sendo essa a causa provavel da abertura precoce
dos olhos nos filhotes destas (Cohen, 1962).

Em 1989, Smart et al., mostraram que a administracdo de EGF a ratos
recém-nascidos ndo sé acelerou a erupg¢ao dos dentes incisivos e abertura dos
olhos bem como retardou a abertura do canal auditivo. Com isso, dependendo
do parametro utilizado, o EGF pode apresentar tanto acdes aceleradoras como
retardadoras no desenvolvimento dos ratos.

Desta forma, uma hipétese para os efeitos observados nos filhotes em

ambos os dias de tratamento das maes com o veneno, poderia ser uma
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consequéncia do veneno agindo sobre fatores de crescimento e/ou citocinas.
No caso das maes tratadas no 16° dia de gestacéo, o periodo de exposigcéo é
menos critico para a formagado de 6érgédos. Sendo assim, foram observadas
anomalias sutis. Ja nas mées tratadas com o veneno no 10° dia gestacional, o
veneno poderia estar agindo sobre a produgdo de fatores de crescimento
interferindo na organogénese. Até o momento, ndo ha estudos sobre o efeito do
veneno de escorpides sobre os fatores de crescimento. Somente estudos
especificos poderiam comprovar esse relacionamento. Nesse sentido, os
venenos de escorpido produzem injuria tecidual que leva a resposta inflamatoria
com consequente liberacdo de catecolaminas, bradicinina e prostaglandinas
que induzem a liberag&o de isoleucina 1 (IL-1) e isoleucina 6 (IL-6) (D’ Suze, et
al., 2003).

Ainda em relagdo aos parametros fisicos da prole, foi observado
adiantamento da abertura vaginal dos filhotes fémeas de maes tratadas no 10°
dia de gestacdo e um atraso na descida dos testiculos de filhotes machos
provenientes de maes tratadas no 16° dia gestacional, isso pode sugerir que o
veneno causa alguma alteragcdo nos niveis do hormdnio liberador de
gonadotrofinas (GnRH).

Em ratos fémeas, a puberdade manifesta-se por meio da abertura do
canal vaginal em consequéncia da agao estrogénica. A abertura vaginal ocorre
no dia apos a primeira onda pré-ovulatoria de gonadotrofinas (Ojeda et al.,
1986). A secrecdo de gonadotrofinas, especialmente FSH, aumenta
imediatamente apds o nascimento alcangando o nivel maximo aos 12 dias de
vida e posteriormente, decresce de forma gradual (Ojeda et al., 1994). Os niveis
de GnRH hipotalamicos aumentam continuamente do nascimento a puberdade.

No inicio do desenvolvimento de fémeas de rato, a maturagcdo ovariana,
por meio de conecgdes diretas, encontra-se dependente do sistema nervoso
central, sendo nado responsiva as gonadotrofinas (Ojeda et al., 1986). Apos o
nascimento, o GnRH existente no leite materno deprime diretamente as funcdes

ovarianas (Hsueh e Jones, 1981). Devido aos episdédios de amamentacgéo
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menos frequentes, o eixo hipotalamo-adeno-hipéfise torna-se funcional, e passa
a liberar com mais frequéncia o GnRH. Nossos dados mostram que
aparentemente as filhas de maes tratadas no 10° dia de gestagcdo tem uma
aceleracao desse processo.

Em ratos machos, a puberdade manifesta-se por meio da descida dos
testiculos da cavidade abdominal a bolsa testicular, sendo que o processo de
maturagao sexual resulta de complexas interagdes entre hipotalamo, hipdfise
anterior, testiculos e 6rgéos sexuais secundarios, mesmo durante a vida intra-
uterina. A maturag&o do eixo hipatalamo-hipofise manifesta-se pelo aumento na
secrecao do GnRH, tornando a hipdéfise mais responsiva a esse horménio,
ocorrendo alteragdes nos padrdes de secregao de gonadotrofinas e androégenos
gonadais. Com o desenvolvimento testicular, a testosterona torna-se o
androgeno predominante e o testiculo apresenta-se mais sensivel a agao
estimulante das gonadotrofinas (Ojeda e Urbanski, 1994).

A sintese de testosterona fetal inicia-se logo apds o inicio da
diferenciagcdo dos tubulos espermaticos e da diferenciagdo histolégica das
células de Leydig. As duas maiores funcdes da testosterona sdo promover a
diferenciacdo testicular e regular a fungdo gonadal e a reprodutiva, pela sua
acao local ou pela secundaria, por meio da circulagéo fetal, demonstrando seu
papel determinante no desenvolvimento do fendtipo e na programagédo do
sistema nervoso central dos machos. O processo de diferenciacdo dos
mecanismos neuronais masculinos que se destina a regular a fisiologia e o
comportamento sexual na idade adulta, inicia-se durante a fase gestacional
(Ward, 1974; Jost et al., 1982). Esta diferenciagdo comega quando a sintese de
testosterona torna-se completa (George e Wilson, 1994).

Trabalhos relatam o envolvimento das catecolaminas hipotaldmicas no
processo de maturagao sexual, sendo que a noradrenalina apresenta um papel
facilitatorio na secrecdo de GnRH, enquanto a dopamina apresenta papéis
controversos, tanto estimulatério quanto inibitério (Barraclough et al, 1982;
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Raum et al, 1986). Pode-se sugerir, pelos nossos dados, que o veneno
administrado as maes no 16° dia de gestacao retarda esse processo.

De uma maneira geral, podemos sugerir que a administragcado do veneno
do escorpidao Tityus bahiensis, durante o periodo da gestacdo materna, possa
ter prejudicado os processos fisiologicos envolvidos com a puberdade de ratos
machos e fémeas.

A maturacdo pos-natal da atividade motora do rato ocorre através dos
seguintes processos comportamentais: desenvolvimento da postura e
locomogédo quadrupede, ajustes dinamicos posturais, algumas respostas de
orientacdo e habilidades motoras complexas (Altman e Sudarshan, 1975). O
estudo do desenvolvimento comportamental dos filhotes permite a avaliagao da
maturidade dos sistemas que controlam diversos reflexos.

O reflexo de preensdo palmar € um reflexo medular que envolve
respostas motoras do animal, sendo um dos poucos reflexos que diminuem
com o desenvolvimento do animal (Deir¢ et al., 2006).

Em nossos resultados, os filhotes de maes tratadas no 10° dia de
gestacdo apresentaram diminuigdo da laténcia para a ocorréncia do reflexo no
8° dia de vida, em fémeas e em machos. Os filhotes de méaes tratadas no 16°
dia de gestacéo apresentaram diminui¢cdo da laténcia de ocorréncia do reflexo
em fémeas no 6° e no 8° dia de vida e, nos machos foi observada uma
diminuicdo do tempo para ocorréncia do reflexo no 8° dia de vida. Isso pode
sugerir que a administragdo do veneno no periodo gestacional, pode ter
causado alteragbes na maturacdo medular dos animais. Somente estudos mais
detalhados poderiam comprovar este fato.

O reflexo de endireitamento ou postural € medido pelo tempo que um
animal, colocado apoiado sobre as costas, consegue voltar a posigdo original.
Animais recém-nascidos demoram cerca de 3 minutos para voltarem a posi¢ao
normal e a medida que o mesmo desenvolve-se, 0 tempo necessario para a sua

execugao diminui gradativamente (Patin et al., 2004). Trés sistemas estédo
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envolvidos na regulagdo postural: o vestibular, o exteroceptivo (tatil) e o
proprioceptivo (Altman e Sudarshan, 1975).

Os resultados desse trabalho mostram que os filhotes machos de maes
tratadas no 10° dia gestacional apresentaram diminui¢do da laténcia para a
ocorréncia desse reflexo no 4° dia de vida.

As reagdes de geotaxia compreendem respostas de girar a cabega para
cima quando os animais sao colocados em um plano inclinado com a cabeca
para baixo. No 5° dia de vida, filhotes de ratos sdo capazes de girar todo o
corpo em um angulo de 180° e a partir deste dia o tempo necessario para que o
reflexo ocorra diminui gradativamente (Alteman e Sudarshan, 1975).

Nesse trabalho, os filhotes fémeas e machos, de maes tratadas no 16°
dia gestacional, submetidos ao teste de reflexo de geotaxia negativa
apresentaram aumento da laténcia para a ocorréncia desse reflexo no 6° e 12°
dia de vida.

Os reflexos de geotaxia negativa e postural refletem as fungdes do
sistema vestibular, dependendo de estruturas do tronco encefalico que sao as
primeiras a chegar a maturidade (Patin et al., 2004) estando envolvidas com a
relagcao espacial dos animais.

Um atraso na maturagdo do reflexo de geotaxia negativa sugere um
atraso na maturagéo das estruturas nervosas envolvidas na habilidade motora,
particularmente no cerebelo. Quanto ao reflexo postural, um atraso no seu
desenvolvimento pode indicar uma alteragdo na mielinizagdo (Patin et al.,
2004).

Com essas alteracgdes reflexoldgicas nos filhotes, podemos sugerir que o
veneno pode estar influenciando nas fungdes do sistema vestibular, provocando
alteracdes na maturacao cerebral e na fungcédo do tronco encefalico. Neste caso,
apenas estudos mais detalhados poderiam determinar os mecanismos
envolvidos nesse processo.

O desenvolvimento da atividade motora, no rato, ocorre ainda durante o

periodo de lactagcdo. Assim, observa-se um aumento da locomocédo no 15° dia
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da lactagdo; a seguir a atividade decresce e ao desmame os niveis de atividade
sdo similares aos animais na idade adulta (Reiter e MacPhal, 1982). Com isso,
se um determinado agente retardar ou adiantar o desenvolvimento motor e este
fenbmeno for examinado em apenas um momento, este se expressaria, muito
provavelmente, por um aumento ou decréscimo do nivel da atividade dos
animais. Assim, torna-se necessario o estudo temporal dos filhotes para se
determinar um provavel efeito téxico do agente em questao.

Com relagcao a atividade motora dos filhotes da prole de méaes que
receberam veneno no 16°, foi verificado aumento da atividade de locomocéo e
da atividade geral no 18° dia de vida dos machos. Isso pode sugerir que a
exposig¢ao pré-natal ao veneno produz alteragdes sutis no padrao de respostas
da frequéncia motora de machos. Também neste caso somente estudos mais
detalhados do desenvolvimento neuronal poderdo trazer respostas mais
conclusivas. Vale lembrar que animais nas mesmas condi¢cdes experimentais,
méaes tratadas no 16° dia gestacional, ndo tiveram alterac&o na atividade geral e
locomotora na idade adulta (tabela 14 e 15).

Varios estudos tém mostrado que o estresse pré e pos-natal podem ter
importantes consequéncias fisicas e comportamentais a longo prazo, em
roedores (Poltyrev et al., 1996; Weinstock et al., 1988). O estresse pré-natal
causa alteragdes como hiperatividade (Weller et al., 1988), aumento da
emocionalidade (Poltyrev et al., 1996; Weinstock et al., 1997), deficiéncia
cognitiva (Grimm et al., 1987; Smith et al., 1981).

Muitos dos efeitos causados por substancias toxicas administradas a
maes durante a gestacédo e a lactagdo que resultam em diferengas no tempo
médio de maturacdo dos reflexos e do desenvolvimento fisico dos recém-
nascidos podem refletir na idade adulta como modificagbes sutis de
comportamentos especificos.

Os efeitos do estresse pré-natal no comportamento e desenvolvimento
da prole sado provavelmente mediadas por anomalias funcionais e/ou

anatébmicas na ontogénese do sistema nervoso central, pois se sabe que o
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estresse altera o seu desenvolvimento (Famelli et al., 1995; Guo et al., 1993;
Pollard, 1984), particularmente o eixo hipotalamico adrenocortical (HPA) que é
hiperativo na prole de fémeas que sofreram algum tipo de estresse na gestagao
(Alonso et al., 1991; Cratty et al., 1995; Henry et al., 1994; Takahashi et al.,
1991).

De fato, a exposigdo perinatal aumenta os niveis de corticosteréide
resultando em comportamentos sociais e exploratérios adversos e demora no
desenvolvimento motor da prole (Schneider, 1992; Schneider et al., 1999).
Nesse sentido, os animais provenientes de maes tratadas no periodo
gestacional com o veneno do Tityus bahiensis sofreram estresse pré-natal, ja
que esse veneno causa dor quando injetado na mae e, portanto, devido a esses
fatos, os filhotes podem apresentar algum efeito adverso em relagdo ao seu
desenvolvimento.

Em roedores, as habituagcbes do comportamento geralmente sao
analisadas quanto a locomocéo e o comportamento exploratério, especialmente
durante a exposicdo do animal a uma arena de campo aberto, o que leva a
atividade comportamental (Cerbone et al., 1994; Groves et al., 1970; Lat, 1973).
Essencialmente, a diminuicdo da locomogao e da atividade de exploracdo sao
consideradas como um modelo experimental da mais simples forma de
aprendizado em animais colocados repetidamente dentro da mesma area
experimental (Hlinak et al., 2005).

Foi verificado que o comportamento exploratério, em roedores, parece
ser sexualmente diferente. As fémeas mostram alta atividade locomotora, baixo
nivel de emocionalidade e lenta habituagdo com relagdo aos machos (De Cabo
de la Veja et al., 1995; Dubovicky et al., 1997; Nasello et al., 1998). Os machos
tém baixa intensidade do comportamento exploratorio e habituacdo mais rapida
do que as fémeas correspondentes (Dubovicky et al., 1997; McGivern et al.,
1984).

A atividade de locomogao e a habituacio sao relacionadas ao hipocampo
e a entrada de acetilcolina no hipocampo (Blockland et al., 1996; Carlton, 1968;
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Fibiger, 1991; Izquierdo et al., 1992; Williams et al., 1974) e o comportamento
exploratorio de levantar €& relacionado ao mecanismo glutamatérgico
hipocampal (Cerbone et al., 1994). E possivel considerar que um desequilibrio
relativo que danifica esses dois mecanismos pode ser um fator decisivo no
comportamento dos animais que sao colocados repetidamente na mesma area
(Hlinak et al., 2005).

A atividade geral tem se destacado como indice para avaliar mudangas
comportamentais induzidas em animais, ndo sé por manipulagdes fisiologicas e
genéticas, como também toxicologicas (Bernardi e Palermo-Neto, 1979). A
atividade geral dos animais esta relacionada com o sistema dopaminérgico e a
maior ou menor atividade motora do animal reflete o seu grau de
emocionalidade.

Em nossos resultados, os machos provenientes da prole de maes
tratadas no 10° dia de gestac&o analisados na caixa de atividade, aos 2 meses
de idade, tiveram uma diminuicdo da atividade geral e da atividade locomotora.
Isso pode sugerir, que os machos se habituaram com mais facilidade ao
ambiente. A administragcdo do veneno no periodo pré-natal pode ter induzido
essa alteracdo motora nos animais.

Ratos estressados no periodo pré-natal, também mostram alto
comportamento de emocionalidade, em algumas situagdes estressantes como a
do labirinto em cruz (Vallee et al., 1997), estresse de contengéo (Maccari et al.,
1995), exposi¢cdo a novidades (Deminiere et al., 1992; Weiss et al., 1999) ou
natagao forcada (Morley-Fletcher et al., 2003).

Um tipo de estresse é a exposicdo a um ambiente novo. A novidade cria
um conflito entre um desejo instintivo para explorar e a neofobia (medo de
novas condi¢cdes). Nos modelos exploratorios, a atividade emocional é avaliada
pela frequéncia de comportamentos como a locomog&o e o levantar, com a
suposicdo que o comportamento exploratorio é reflexo de baixa ansiedade
(Roy et al., 2004).
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O teste de ambiente enriquecido é um teste que visa analisar o estado de
emocionalidade e de ansiedade do animal, onde o animal € exposto a uma
situacdo nova e a um estimulo exploratério e sua frequéncia motora e
exploratoria sdo avaliadas. Os animais no ambiente enriquecido gastam
relativamente mais tempo explorando o ambiente e procurando estimulos nao
familiares a eles (Joseph et al., 1980; Larsson et al., 2002; Schrijver et al., 2002;
Widman et al., 1990). O ambiente enriquecido também diminui a
emocionalidade resultante do estresse pré-natal (Harrison et al., 2006).

O ambiente enriquecido estabelece aumento de oportunidades para
interagir com um conjunto de coisas inanimadas e estimulos sociais e de
exploragdo do ambiente (Rosenzweig et al., 1978; Roy et al., 2001). Tem sido
descrito como uma intensificagdo continua da atividade cognitiva, atividade
sensormotora e/ou da atividade fisica (Mattson et al., 2001).

A exposicdo ao ambiente enriquecido durante a vida adulta tem se
mostrado capaz de modificar aspectos do comportamento de roedores, como
diminuir a ansiedade no labirinto em cruz elevado (Benaroya-Milshtein et al.,
2004) e acelerar a habituagao da atividade exploratéria em resposta a novidade
(Schrijver et al., 2002; Zimmermann et al., 2001).

Em nossos resultados, os machos adultos de proles de maes tratadas no
10° dia gestacional, analisados no ambiente enriquecido, apresentaram
diminuicdo da atividade geral e locomotora e, n&o houve alteragdo na
exploragdo do ambiente. Isso pode sugerir que esses animais nao tém altos
niveis de ansiedade e possuem motivacdo para explorar o ambiente. Os
animais podem ter se habituado com maior facilidade ao novo ambiente ja que
os machos tém baixa intensidade de exploragdo o que pode justificar essa
diminuicdo da atividade. Ou a administracdo do veneno pode ter causado
alguma alteragdo motora nos animais. Vale lembrar que na caixa de atividade
sem estimulos novos (experimento 4; tabela 14 e 15) os machos filhos
provenientes de mées tratadas no 10° dia de gestacdo tém diminuicdo da
atividade motora.
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Os animais na idade adulta, também foram submetidos ao teste de
natagao forcada que € um teste experimental para se testar depressao (Drago
et al., 1999). O teste é baseado na observagdo de que os ratos seguem
inicialmente movimentos de fuga orientada e posteriormente desenvolvimento
de postura de flutuagdo imével no cilindro de agua, na sesséo de treinamento.
Quando os animais sédo colocados de volta no cilindro de experimentagédo, 24
horas depois, eles retornam a essa postura rapidamente (Zangen et al., 2005).

Essa postura foi interpretada por Porsolt et al (1977) como a que leva o
animal a um estado de desespero, que € induzido pela situagcédo inescapavel
aprendida durante a primeira sessao do teste, a sessao de treinamento. A soma
total do tempo que o animal demonstra esse comportamento é registrada e
depois avaliada. Porsolt et al. (1977) descrevem a postura de imobilidade como
a manutencdo somente dos movimentos necessarios para manter o animal com
a cabeca acima da agua.

Animais estressados no periodo pré-natal sdo caracterizados por altos
niveis de ansiedade e alteragdes tipo depressivas como aumento do sono
paradoxal (Dugovic et al., 1999) e da imobilidade no teste de natacdo for¢cada
(Morley-Fletcher et al., 2003). A diminuicdo na laténcia para parar de nadar e
nao no tempo de imobilidade, sugere que isso seja causado por alteragdes
motoras dos animais (Lazarini, 1997).

Na natacado forgada, as fémeas adultas provenientes de maes tratadas
no 10° dia gestacional, apresentaram diminuicdo na laténcia para parar de
nadar. Com isso, podemos sugerir que a administragdo do veneno no periodo
gestacional, pode ter causado alguma alteracdo motora nas fémeas, apesar de
nao ter sido evidenciada na caixa de atividade e, ndo alteracdo nos indices de
ansiedade ja que a imobilidade desses animais nao foi alterada.

Outro teste a que os animais na idade adulta foram submetidos € o de
interacdo social. Neste teste os ratos passam mais tempo na atividade de
interagdo social, quanto menos ansiosos eles estdo (Patin et al., 2005). Isso

pode sugerir que a exploragdo de um novo ambiente com um novo
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companheiro poderia ser uma resposta adaptativa que leva a uma reducédo do
estresse induzido pela novidade do aparelho. Parece, portanto, que a baixa
laténcia de interagdo social de animais tratados no periodo pré-natal poderia ser
um meio para reduzir o estresse produzido pela novidade (Patin et al., 2005).

Na interagdo social, as fémeas adultas provenientes de méaes tratadas no
16° dia de gestagéo, apresentaram uma diminuicdo do tempo de interagao entre
as duplas. Com isso, pode se sugerir que esses animais tém um baixo nivel de
ansiedade e de estresse em relagdo a nova situacdo a que foram expostas
junto com uma nova companheira.

File e Hyde (1979) mostraram que baixos escores na interagéo social sao
associados com o aumento basal de corticosteréide no plasma, e alta
concentragdo de noradrenalina no hipotdlamo. Eles também mostram que
ACTH no plasma induz diminuigao na interagéo social (File e Hyde, 1978). Isso
sugere, que o estresse pré-natal pode induzir um aumento na emocionalidade
do rato a longo prazo (Cabrera et al., 1999).

Além dos testes comportamentais anteriores, os animais na idade adulta
também foram submetidos ao teste de esquiva discriminativa no labirinto em
cruz elevado. O labirinto em cruz elevado € um aparelho que consiste em dois
bracos abertos elevados em posicdo oposta a dois bragos fechados por
paredes combinando elementos n&o familiares, abertos e elevados (File, 1993).
Esse teste tem sido mais frequentemente utilizado para avaliar os efeitos
ansioliticos e ansiogénicos de drogas, desde que foi descrito e validado para
ratos e camundongos (Handley et al., 1984; Pellow et al., 1985; Lister, 1987).

O labirinto em cruz elevado também tem sido usado para avaliar o
comportamento nos niveis de ansiedade dos animais (Goto et al., 1993). Este
aparelho representa um modelo valido para estudar a ansiedade em ratos e é
baseado na aparente aversao natural dos roedores a lugares abertos e altos.
Um aumento ou uma diminui¢do no numero de entradas e no tempo gasto nos
bracos abertos € atribuido, respectivamente, a uma redugcdo ou um aumento no

estado de emocionalidade do animal (Pellow, 1986).
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O modelo de esquiva discriminativa no labirinto em cruz elevado foi
desenvolvido no Departamento de Farmacologia da Escola Paulista de
Medicina da Universidade Federal de Sao Paulo (Silva et al., 1997). Nesse novo
modelo animal, os ratos ou camundongos sdo condicionados a escolher entre
dois bragos fechados (um brago aversivo e outro ndo-aversivo) enquanto
esquiva-se dos bracos abertos do aparelho. E importante lembrar que o modelo
de esquiva discriminativa no labirinto em cruz elevado tem a vantagem ética de
nao envolver estimulos de dor como também choques elétricos, porque um
suave estimulo aversivo aplicado (luz e barulho) € capazes de promover o
aprendizado (Silva et al., 1997).

A esquiva discriminativa no labirinto em cruz elevado fornece
simultaneamente informagdo sobre a memodria e os niveis de ansiedade dos
mesmos animais avaliadas pelo tempo gasto nos bragos abertos do aparelho
(Silva et al., 1997). A esse respeito, parece haver fortes relagdes entre a
memoria e a ansiedade. Alguns estudos tém mostrado que a ansiedade e a
memoria nao estdo apenas relacionadas entre si, mas a ansiedade poderia ser
em fato, um passo necessario para a formagao da memoria (Mathews, 1990).

Muitos estudos demonstraram que o estresse pré-natal produz um
aumento na exploragdo dos bragos abertos no labirinto em cruz elevado. Com
isso, animais que demonstram menos ansiedade passam mais tempo nestes
bragos, ja os animais com elevado nivel de ansiedade passam mais tempo nos
bracos fechados do aparelho (McDonald et al., 1990; Pellow, 1985). A
preferéncia pelos bragos abertos pode referir-se a uma redugao da ansiedade,
estresse ou frustragcéo (Hlinak et al., 2005).

Dois mecanismos diferentes, um envolvido na emotividade e outro
causado pela formagdo da memoria poderia participar no desempenho
comportamental do animal submetido ao labirinto em cruz elevado (Rodgers et
al., 1997).

Em nossos resultados, na sessdo de treinamento, os machos que

tiveram as maes tratadas no 10° dia de gestagdo, apresentaram aumento do
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numero de entradas no braco ndo-aversivo. Na sessdo de teste os machos,

apresentaram aumento do numero de entradas no bragco aberto, aumento do
tempo de permanéncia nos bracos abertos e diminuicdo no tempo de
permanéncia no brago nao-aversivo.

Na prole de maes tratadas no 16° dia gestacional, na sessdo de
treinamento, os machos, apresentaram aumento do tempo de permanéncia no
braco aberto e diminuicdo do tempo de permanéncia no brago-nao aversivo. Na

sessao de teste, os machos, apresentaram aumento no tempo de permanéncia

no brago aberto.

Com esses resultados, podemos sugerir que 0os machos provenientes de
maes tratadas no 10° dia de gestacdo apresentaram maior ansiedade na
sessdo de treinamento ao serem submetidos a um novo ambiente. Na sessao
de teste, parece que essa ansiedade diminuiu nesses animais ja que eles
passaram menos tempo no brago ndo-aversivo e aumentaram o numero de
entradas nos bragos abertos, mostrando assim, um grau de ansiedade menor
do que a do primeiro dia de teste. Também podemos sugerir que os machos
provenientes de maes tratadas no 16° dia gestacional, na sessdo de
treinamento, ndo apresentavam muita ansiedade ao serem colocados em um
novo ambiente, ja que o tempo de permanéncia nos bragos abertos aumentou e
o tempo de permanéncia no brago ndo-aversivo diminuiu. Na sessao de teste,
parece que essa ansiedade dos animais continuou baixa ja que estes
permaneceram maior tempo nos bracos abertos do labirinto em cruz.

Nao ha evidéncias, por este tipo de teste, que tenha havido alteragcdes no
aprendizado dos animais dos grupos experimentais.

Apos a analise comportamental dos filhotes na idade adulta, os animais
foram perfundidos para a retirada do cérebro para a analise histopatologica.
Outros filhotes logo ap6s no nascimento, aos dois e aos sete dias de vida
também tiveram seus cérebros retirados para analise das areas hipocampais.

Poucos estudos tém mostrado os efeitos do estresse gestacional na
morfologia cerebral nos animais. Nestes, alteragbes estruturais significantes
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foram documentadas no hipocampo, no cértex pré-frontal e em nucleos
hipotalamicos (Weinstock, 2001). Um estresse entre o 13° e o 15° dia de
gestacdo do rato pode afetar o desenvolvimento dos nucleos supra-6pticos e
paraventriculares do hipotalamo e da regulagdo do eixo hipotaldmicos
hipofisario. J& um estresse entre o 15° e o 21° dias de gestacdo do rato
resultam em 30% de reducgéo das sinapses hipocampais (Hayashi et al., 1998).
O estresse que ocorre mais tardiamente, ou seja, apds o nascimento, pode
afetar areas hipocampais (Weinstock, 2001).

Em nossos resultados, filhotes adultos que tiveram as maes tratadas
durante o 10° dia do periodo gestacional apresentaram redugdo do numero de
células neuronais nas areas hipocampais de CA1 e CA3, o que pode justificar
as alteragbes comportamentais observadas nos animais nesta idade. Ja os
filhotes, analisados no segundo e no sétimo dia de vida, que tiveram as maes
tratadas no mesmo periodo gestacional ndo apresentaram alteragbes no
numero de células neuronais.

Levando-se em consideracio os resultados apresentados neste trabalho,
a administragdo do veneno no periodo gestacional em uma dose que causa um
envenenamento moderado, mesmo sem causar intoxicagao materna, foi capaz
de provocar alteragdes no desenvolvimento fisico e reflexologico dos filhotes no
periodo pos-natal.

Apesar do estresse sofrido pelas maes na administragdo do veneno, os
efeitos observados na prole na idade adulta, ndo parecem ser devidos a isto,
pois classicamente, o estresse pré-natal causa aumento da atividade geral,
aumento da emocionalidade, aumento da ansiedade e déficit de aprendizado.
Alteracdes estas que nao sao encontradas nos nossos experimentos. Desta
maneira, as alteragdes aqui observadas parecem ser efeito direto do veneno
quando administrado na fase pré-natal e nado consequéncia do estresse
provocado pelo tratamento.

Devido a alta toxicidade do veneno escorpidnico e da crescente
exposi¢cao humana a peconhas dos escorpides, € preocupante o provavel efeito
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do veneno durante o periodo gestacional. Com isso, esse estudo pode
contribuir para o esclarecimento e geragcdo de informagdo sobre o
envenenamento escorpidbnico em relacdo a toxicidade materna e da prole,
guardadas as devidas diferengas entre animais experimentais e seres

humanos.
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6. CONCLUSAO

Levando em consideragao que:

Os filhotes de mées tratadas no 10° dia gestacional com 2,5mg/kg do veneno

bruto de Tityus bahiensis, na fase pos-natal apresentaram:

adiantamento no desdobramento das orelhas, erupgdo dos dentes
incisivos e da abertura do canal vaginal,

aumento de peso de machos e fémeas no 14° e 20° dia de vida;
diminui¢cdo da laténcia para a ocorréncia do reflexo de preensao palmar
no 8° dia de vida de filhotes machos;

diminuicao laténcia para a ocorréncia do reflexo postural no 4° dia de

vida de filhotes machos.

Os filhotes de mées tratadas no 16° dia gestacional com 2,5mg/kg do veneno

bruto de Tityus bahiensis, na fase pos-natal apresentaram:

adiantamento no desdobramento das orelhas e erupcdo dos dentes
incisivos;

retardo na abertura dos olhos e descida dos testiculos;

diminuicdo do peso de filhotes fémeas no 2° dia de vida;

aumento do peso de filhotes fémeas no 20° dia de vida;

diminuicao da laténcia para a ocorréncia do reflexo de preensao palmar
no 6° e 8° dia de vida dos filhotes fémeas;

diminuicao da laténcia para a ocorréncia do reflexo de preensao palmar
no 8° dia de vida dos filhotes machos;

aumento da laténcia para a ocorréncia do reflexo de geotaxia negativa no
6° e 12° dia de vida dos filhotes fémeas;

aumento da laténcia para a ocorréncia do reflexo de geotaxia negativa no
6° e 12° dia de vida dos filhotes machos;

aumento da atividade geral e da locomogéo dos filhotes machos no 18°
dia de vida.
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Podemos concluir que a administracdo de uma dose de 2,5mg/kg do veneno

bruto do Tityus bahiensis que é responsavel por um envenenamento moderado,

provoca alteragdes discretas nos paréametros fisicos e reflexologicos dos filhotes

de mées tratadas no periodo gestacional.

Levando em consideragao que:

Os filhotes de mées tratadas no 10° dia gestacional com 2,5mg/kg do veneno

bruto de Tityus bahiensis, na idade adulta apresentaram:

diminuicdo da atividade geral e de locomog&do dos machos na caixa de
atividade;

aumento no tempo para parar de nadar das fémeas no teste de natacao
forcada;

diminuicdo da atividade geral e de locomogao dos machos no teste de
ambiente enriquecido, sem alteragcado da exploragao desses animais;
aumento no numero de entradas no bragco nao-aversivo e dos bragos
abertos do labirinto em cruz elevado, na sesséo de treinamento;
diminui¢do do tempo de permanéncia no brago ndo-aversivo do labirinto
em cruz elevados, na sesséao de teste;

aumento do tempo de permanéncia nos bracos abertos do labirinto em
cruz elevados, na sessao de teste;

perda neuronal significante nas areas hipocampais de CA1 e CA3.

Os filhotes de mées tratadas no 16° dia gestacional com 2,5mg/kg do veneno

bruto de Tityus bahiensis, na idade adulta apresentaram:

diminui¢ao do tempo de interacio social de fémeas
diminui¢do do tempo de permanéncia no brago ndo-aversivo do labirinto

em cruz elevado, na sessao de treinamento;
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* aumento do tempo de permanéncia no bragco nao-aversivo do labirinto
em cruz elevado, na sessao de treinamento;
* aumento do tempo de permanéncia no braco nao-aversivo do labirinto

em cruz elevado, na sessao de teste.

Podemos concluir que a administracdo de uma dose de 2,5mg/kg do veneno
bruto do Tityus bahiensis que é responsavel por um envenenamento moderado,
provoca alteracbes discretas nos parametros comportamentais da prole na

idade adulta.

De modo geral, o periodo e a dose administrada as maes, causa alteragbes
comportamentais na prole, mas o efeito do veneno e do estresse materno nao é
de carater deletério para os conceptos tanto no periodo pds-natal quanto na

idade adulta.
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